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El factor de crecimiento de hígado (LGF) es un mitógeno hepático que tiene la 
capacidad de estimular la regeneración tisular y la proliferación celular tanto en el hígado 
como en tejidos extrahepáticos. El objetivo de este trabajo ha sido evaluar los posibles 
efectos regenerativos y/o neuroprotectores, así como la estimulación de las células madre 
neurales (CMN) adultas y  de origen fetal, ejercidos por el tratamiento con LGF en un 
modelo experimental de Enfermedad de Parkinson (EP) por lesión con 6-hidroxidopamina 
(6-OHDA).  
 
El estudio de los efectos de la administración de LGF reveló que este factor 
fomenta la neurogénesis y la supervivencia celular, promueve la migración de las nuevas 
neuronas generadas y estimula el crecimiento de los terminales positivos para tirosina 
hidroxilasa en el estriado lesionado. Además, el tratamiento con LGF incrementa los 
niveles de dopamina estriatales y protege parcialmente de la neurotoxicidad inducida por la 
6-OHDA a las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra de los animales 
hemiparkinsonianos. El LGF también provoca la supervivencia de las CMN de origen fetal 
implantadas en el estriado carente de dopamina, reduce la conducta rotacional inducida por 
apomorfina y mejora la coordinación motora en este modelo experimental de EP. Los 
resultados indican que la microglía podría ser la diana celular del LGF en el sistema 
nervioso central. Por último, la actividad del LGF podría estar mediada por la estimulación 
de las vía de señalización MAPK/ERK1/2 y por la regulación de proteínas críticas para la 
supervivencia celular como son Bcl-2 y fosfo-CREB.  
 
Debido a los efectos neuroprotectores, neurorregenerativos y neurogénicos 
ejercidos por el LGF en ratas hemiparkinsonianas, podemos sugerir la posible utilidad de 











Liver growth factor (LGF) is a hepatic mitogen which has the ability to stimulate 
tissue regeneration and cell proliferation in both liver and extrahepatic tissues. The aim of 
this work was to evaluate the regenerative and / or neuroprotective effects, and the 
stimulation of foetal and adult neural stem cells (NSC), exerted by LGF treatment in a rat 
model of Parkinson's disease (PD) induced by 6-hidroxydopamine (6-OHDA).  
 
The study of the effects carried out by LGF administration showed that this factor 
stimulates neurogenesis and cell survival, promotes migration of newly generated neurons, 
and induces the outgrowth of tyrosine hydroxylase-positive terminals in the lesioned 
striatum. Furthermore, LGF treatment raises striatal dopamine levels and partially protects 
dopaminergic neurons of the substantia nigra of hemiparkinsonian animals from 6-OHDA 
neurotoxicity. LGF also stimulates survival of grafted foetal NSC´s in the dopamine-
depleted striatum, reduces apomorphine-induced rotational behaviour and improves motor 
coordination in this experimental model of PD. The results indicate that microglia could be 
the cellular target of LGF in the central nervous system. Finally, the activity of LGF could 
be mediated by the stimulation of MAPK/ERK1/2 signalling pathway and by regulating 
critical proteins for cell survival, such as Bcl-2 and phospho-CREB.  
 
Since LGF showed neuroprotective, neuroregenerative and neurogenic effects in   
6-OHDA-lesioned rats, we propose LGF as a novel factor that may be useful in the 
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1. ENFERMEDAD DE PARKINSON. 
 
1.1 Definición y aspectos generales. 
 
 La enfermedad de Parkinson (EP) fue inicialmente descrita por James Parkinson en 
1817 en su ensayo sobre la parálisis agitante en el cual describió las características clínicas 
principales de este desorden neurodegenerativo (Parkinson. 1817). La EP es el trastorno 
neurodegenerativo más común después de la enfermedad de Alzheimer. Alrededor de 5 
millones de personas padecen esta enfermedad en el mundo, existiendo un millón de casos 
tanto en Europa como en los Estado Unidos de Norteamérica. Entre el 1% y el 2% de las 
personas mayores de 60 años padecen esta enfermedad (de Lau y Breteler. 2006). 
 
 Las manifestaciones clínicas más destacadas de los pacientes con EP son el temblor 
en reposo, la lentitud en los movimientos (bradicinesia), la  rigidez muscular, la alteración 
de lo reflejos posturales y la dificultad de la marcha (Obeso y cols. 1998; Olanow y cols. 
2009). Además, existen otros síntomas y signos no motores asociados a esta enfermedad 
tales como la disautonomía, alteraciones sensoriales, trastornos del sueño, cognitivos y 
demencia (Jankovic. 2008).  
 
La EP se caracteriza por la degeneración de las neuronas dopaminérgicas que 
proyectan desde la Sustancia Negra pars compacta (SNpc) al estriado (Figura 1A), lo que 
se asocia a una disminución de los niveles del neurotransmisor dopamina (DA) debido a  la 
pérdida de enzimas de síntesis de DA como la tirosina hidroxilasa [TH, (enzima limitante 
de la síntesis de catecolaminas)] y a una fuerte reducción de los marcadores presinápticos 
dopaminérgicos. La degeneración neuronal en la SNpc se localiza especialmente en la 
región ventrolateral seguida de las regiones medioventrales, dorsales y la laterales, aunque 
este proceso degenerativo también afecta a otros núcleos del tronco del encéfalo y del 
diencéfalo. La pérdida de las aferencias dopaminérgicas que parten de la SNpc hacia el 
estriado da lugar a un incremento de la actividad de la vía indirecta (estriado-globo pálido 
externo-núcleo subtalámico-globo pálido interno / SN pars reticulata) del circuito motor y 
a una reducción de la actividad de la vía directa (estriado-globo pálido interno / SN pars 
reticulata) del mismo circuito (Albin y cols. 1989). Estas alteraciones generan 
hiperactividad neuronal en el globo pálido interno y en la SN pars reticulata lo que a su vez 
da lugar a un exceso de inhibición sobre sus dianas talámicas y troncoencefálicas, 
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diminuyendo así la excitación talamocortical y generando una desaferentación funcional de 
la corteza motora suplementaria y de la propia corteza motora. Ambas disfunciones están 
relacionadas respectivamente con la bradicinesia y la rigidez características de la 
enfermedad (Mattay y cols. 2002). Sin embargo, el temblor podría estar relacionado con un 
conjunto de subcircuitos entre el tálamo y los ganglios basales diferentes a los que están 
implicados en la hipocinesia y la rigidez. La EP también está asociada con la amplia 
patología no dopaminérgica lo que implica que también estén afectadas  las neuronas 
colinérgicas de los núcleos basales de Meynert, las neuronas adrenérgicas del locus 
coeruleus, las neuronas serotoninérgicas del rafe, además de neuronas pertenecientes a la 
corteza cerebral, tronco del encéfalo, médula espinal y del sistema nervioso periférico 
(Forno. 1996). Por estas razones, hay que considerar a esta enfermedad como una patología 
mulisistémica ya que afecta a varios sistemas cerebrales. Estudios recientes suigieren que 
la patología no dopaminérgica, en particular la asociada al núcleo motor dorsal y a las 
regiones olfatorias, preceden al inicio de la manifestación de la patología dopaminérgica de 
la SNpc (Braak y cols. 2003).  
 
La degeneración neuronal va emparejada con la aparación de inclusiones esféricas 
intracitoplasmáticas de naturaleza proteica con un cuerpo central eosinófilo y un halo único 
o multilaminado y que contienen α-sinucleína, denominadas cuerpos de Lewy (Spillantini 
y cols. 1997) (Figura 1B y 1C). Los cuerpos de Lewy tembién contienen neurofilamentos 
que han sufrido transformaciones por fosforilación, ubicuitinación, proteolisis y 
entrecruzamiento, otras proteínas estructurales (tubulinas, tau, proteínas asociadas a 
microtúbulos, proteína precursora de β -amiloide, calbindina), enzimas relacionados con la 
fosforilación, enzimas asociadas a la vía de degradación mediada por ubiquitina, proteínas 
asociadas a la sinapsis y a chaperonas (Lucking y Brice. 2000; Goedert. 2001; Dev y cols. 
2003).  
 
La muerte neuronal, progresiva y de etiopatogenia desconocida, provoca una 
disminución paulatina de los niveles de DA en estriado, lo que produce un desequilibrio 
funcional en los circuitos neuroquímicos cerebrales con el consiguiente desarrollo de los 
signos y síntomas típicos de esta enfermedad que previamente se han comentado.  La 
existencia de mecanismos compensadores hace que se retrasen los eventos funcionales  de 
la degeneración dopaminérgica hasta que ésta afecta al menos al 70% de las neuronas 

















A día de hoy, no es posible identificar una única causa que origine la EP, y se sigue 
planteando si esta enfermedad es un conjunto heterogéneo de múltiples entidades con 
diferente etiopatogénesis (Jenner y Olanow. 2006). Se acepta que las principales causas de 
la pérdida de neuronas dopaminérgicas en la EP son: la disfunción mitocondrial, el 
aumento del estrés oxidativo, el mal funcionamiento de los sistemas de degradación de 
proteínas, la autofagia y la activación microglial crónica (Jenner y Olanow. 2006). Los 
agentes medioambientales (rotenona, paraquat, cobre y manganeso, MPTP, agonistas de 
calcio y neurolépticos) el envejecimiento y las alteraciones genéticas (α-sinucleína, 
Parkina, UCHL-1, LRRK2, PINK-1 y DJ-1) (Tabla 1) son factores etiopatogénicos con 
efectos aditivos y a veces sinérgicos. 
 





α-sinucleína AD ¿Transporte vesicular? (Polymeropoulos y cols. 
1997) 
PARK2 Parkina AR E3-ubicuitina ligasa (Kitada y cols. 1998) 
PARK7 DJ-1 AR Chaperona, 
respuesta a estrés 
(Bonifati y cols. 2003) 
PARK6 PINK1 AR Quinasa mitocondrial (Valente y cols. 2004) 
PARK5 UCHL1 AR Ubicuitina hidrolasa (Leroy y cols. 1998) 
PARK8 LRRK2 AD Quinasa citosólica (Paisan-Ruiz y cols. 2004; 
Zimprich y cols. 2004) 
 
   Tabla 1. Principales genes relacionados con la EP. 
Figura 1. Secciones cerebrales 
correspondientes al mesencéfalo (A) 
de un individuo normal (izquierda) y 
al mesencéfalo de un paciente con 
EP (derecha). Nótese la pérdida de 
neuronas dopaminérgicas de la SNpc 
en el mesencéfalo ventral del 
individuo con EP (derecha). En B  se 
muestra una neurona dopaminérgica 
teñida con hematoxilina-eosina y que 
contiene un cuerpo de Lewy en su 
citoplasma. El cuerpo de Lewy es la 
inclusión intraneuronal redondeada 
con un halo y con un interior 
eosinófilo. La microfotografía en C 
muestra un cuerpo de Lewy teñido 
frente  a α-sinucleína. [Modificado 
de (Mazzio y cols. 2011) (A) y de  






La administración del aminoácido 3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA, levodopa) a 
finales de los años 60 del siglo XX representó el mayor avance terapeútico en el 
tratamiento de la EP (Cotzias y cols. 1967). Este tratamiento se basa en la inducción de la 
síntesis de DA a partir del precursor L-DOPA el cual se administra por vía oral en 
combinación o no con inhibidores del enzima L-aminoácido aromático decarboxilasa 
periférico (L-AADC, DOPA descarboxilasa) (carbidopa), de la catecol-o-metil tranferasa 
(COMT) (entacapona) y de la monoaminooxidasa tipo B (MAO-B) (selegilina, rasagilina) 
para evitar la metabolización periférica de la L-DOPA o de la DA en el sistema nervioso 
central (SNC), potenciando así su farmacocinética. Sin embargo, aunque durante los 
primeros años de tratamiento se observa una mejora de la sintomatología de la EP, el 
tratamiento a largo plazo con este fármaco conduce a efectos no deseados como son las 
respuestas fluctuantes a la L-DOPA (fenómeno on-off) relacionadas con la concentración 
fluctuante de L-DOPA en plasma (Obeso y cols. 1989) y los efectos neuropsiquiátricos 
(alucinaciones, confusión y psicosis) (Lang y Lozano. 1998). Además, también se utilizan 
agonistas dopaminérgicos como la apomorfina y los agonistas no ergólicos para 
reemplazar a la DA en la activación de los receptores dopaminérgicos postsinápticos. El 
tratamiento quirúrgico mediante la estimulación cerebral profunda puede sortear 
parcialmente alguno de los problemas descritos, especialmente la estimulación del núcleo 
subtalámico, ya que se ha demostrado que esta intervención puede mejorar la función 
motora, las disquinesias y reducir el uso de medicamentos (Pahwa y cols. 2006). En 
general, los eventos adversos asociados a este tratamiento suelen ser relativamente 
infrecuentes. Aunque, como cualquier procedimiento neuroquirúrgico, éste lleva asociado 
ciertos tipos de riesgo como infecciones, hemorragias intracraneales y convulsiones. La 
estimulación cerebral profunda puede proporcionar alivio sintomático a largo plazo a 
determinadas clases de pacientes con EP. Sin embargo, este procedimiento no aminora la 
progesión de la enfermedad ni tiene naturaleza neurorreparadora (Kenney y cols. 2007). 
 
Los factores neurotróficos son compuestos que fomentan la supervivencia y la 
diferención de determinados fenotipos neuronales y actualmente están considerados, junto 
con la terapia celular,  como posibles agentes terapeúticos en el tratamiento de las 
enfermedades neurodegenerativas como la EP (Bjorklund y Lindvall. 2000; Fernandez-
Espejo. 2004; Krieglstein. 2004) ya que el tratamiento farmacológico actual y en algunos 
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casos mediante estimulación cerebral profunda, van perdiendo efectividad tras el paso de 
los años y produce los efectos adversos previamente comentados. Posteriormente 
abordaremos de manera más detallada estas posibles alternativas terapéuticas. 
 
 
1.3 Modelos experimentales de EP inducidos por neurotoxinas  
 
Los modelos experimentales son de gran utilidad para el estudio de la patogénesis 
de la EP en general y de las causas de la pérdida selectiva de neuronas dopaminérgicas en 
particular. Además, estos modelos facilitan el desarrollo de estrategias terapeúticas y el 
estudio de posibles tratamientos neuroprotectores (Orth y Tabrizi. 2003). Sin embargo,  
ningún modelo es totalmente equiparable  a lo que representa la EP desde el punto de vista 
motor, histológico o neuroquímico, dado que los modelos por administración de 
neurotoxinas están principalmente orientados a inducir modificaciones estructurales y 
funcionales de la transmisión dopaminérgica nigroestriatal. 
 
1.3.1 Modelo de 6-OHDA 
 
La 6-hidroxidopamina (6-OHDA) es una análogo hidroxilado del neurotransmisor 
DA y fue aislada por primera vez por Senoh y Witkop en 1959  (Senoh y cols. 1959; Senoh 
y Witkop. 1959). La primera evidencia de los efectos biológicos de la 6-OHDA fue 
notificada por Porter y colaboradores (Porter y cols. 1963) cuando observaron que este 
compuesto era capaz de inducir una depleción de noradrealina a largo plazo en nervios del 
sistema nervioso simpático. Pocos años más tarde, se demostró que la inyección de           
6-OHDA en la SNpc provocaba la degeneración anterógrada del sistema dopaminérgico 
nigroestriatal (Ungerstedt. 1968), generándose así el primer modelo animal de EP. El 
modelo de 6-OHDA ha sido usado extensamente desde entonces y todavía sigue siendo la 
herramienta  más utilizada a la hora de reproducir una pérdida de neuronas dopaminégicas 
de la SNpc similar a la observada en la EP aunque esta neurotoxina no sea capaz de inducir 





















Figura 2. Esquema de un terminal dopaminérgico con el mecanismo de neurotoxicidad de la        
6-hidroxidopamina (6-OHDA), utilizando el transportador de dopamina (DAT) para intorducirse en 
el interior de la neurona para generar radicales libres e inhibir la actividad de la cadena de 
transporte electrones mediante el bloqueo del Complejo I. Modificado de (Herrero y Luquin. 2004). 
 
 
El daño neuronal inducido por la 6-OHDA es debido principalmente al estrés 
oxidativo causado por esta toxina. Esta muerte neuronal está relacionada con la formación 
de radicales libres tipo hidroxilo (OH), quinonas y prinicipalmente H2O2.  La 6-OHDA, al 
igual que la dopamina, tiene gran afinidad por el transportador de dopamina (DAT), que 
transporta a la neurotoxina al interior de las neuronas dopaminégicas y una vez dentro se 
desencadenan los procesos de autoxidación de la toxina (Figura 2) que dan lugar a la 
generación de los radicales libres anteriormente  mencionados (Schober. 2004). Además, la 
6-OHDA se puede acumular en la mitocondria y producir la inhibición de la actividad de la 
cadena de transporte electrones  mediante el bloqueo del Complejo I (Schober. 2004). 
 
 
La 6-OHDA, debido a que no atraviesa la barrera hematoencefálica, se suele 
inyectar en la SNpc y/o en el fascículo prosencefálico medial produciéndose una lesión 
rápida y  masiva de los cuerpos celulares de las neuronas dopaminérgicas (Deumens y cols. 
2002). La lesión se realiza normalmente de manera unilateral para poder utilizar el 
hemisferio contralateral como control (Figura 3). Las lesiones bilaterales producen una alta 
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tasa de mortalidad y normalmente no se utilizan para generar este tipo de modelos 
animales de EP (Ungerstedt. 1971). Existe una variante del procedimiento orginal de lesión 
que consiste en la administración de 6-OHDA en el estriado, estructura en la que se 
localizan los terminales de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc (Sauer y Oertel. 1994; 
Kirik y cols. 1998). Las lesiones parciales ocasionadas por la inyección intraestriatal de    
6-OHDA generan un daño puntual en los terminales estriatales, seguido por una muerte 
progresiva y retrasada de las neuronas de la SNpc que se asemeja más a lo que acontece en 
la EP y por este motivo este modelo es muy usado a la hora de estudiar los efectos 
neurorregeneradores y neuroprotectores de determinadas sustancias y factores de 
crecimiento (Bjorklund y cols. 1997). La muerte neuronal en este modelo no parece estar 
vinculada a un transporte axonal retrógrado de la 6-OHDA sino que se la relaciona con una 
degeneración neuronal retrógrada secundaria a la lesión de los terminales dopaminérgicos 
estriatales (Sauer y Oertel. 1994).  
 
Las lesiones unilaterales con 6-OHDA producen una alteración motora asimétrica 
denominada hemiparkinsonismo. Esta alteración es cuantificable mediante el análisis de la 
conducta rotacional inducida por la administración sistémica de apomorfina o anfetamina. 
La apomorfina es un agonista dopaminérgico que cuando se inyecta en animales con lesión 
nigroestriada unilateral, éstos presentan rotaciones contralaterales al lado lesionado   
(Figura 3) debido a la activación de los receptores de dopamina D1 y D2, ya que estos 
receptores postsinápticos del hemisferio con déficit de DA se regulan al alza tras la lesión 
(Schwarting y Huston. 1996). Sin embargo, la administración de anfetaminas incrementa la 
liberación de DA y disminuye su recaptación y degradación, por lo que la concentración de 
DA solo aumenta en el estriado sano, provocando rotaciones ipsilaterales a la lesión 





























Figura 3. Diagrama de la vía nigroestriatal y de las respuestas rotacionales inducidas por 
apomorfina (Rotaciones Contralaterales) y por D-anfetamina (Rotaciones Ipsilaterales). Las áreas 
en gris en el estriado izquierdo indican la pérdida de DA debido a la inyección de 6-OHDA en la 
SN y/o en el fascículo prosencefálico medial o en el estriado. ED, estriado derecho; EI, estriado 
izquierdo; SNpc, Sustancia Negra pars compacta; 6-OHDA, 6-hidroxidopamina. Modificado de 
(Deumens y cols. 2002). 
 
 
En resumen, la administración unilateral de 6-OHDA es una herramienta 
ampliamente utilizada a la hora de inducir lesiones nigroestriatales para generar modelos 
de EP. Este procedimiento tiene una complejidad y unos costes relativamente bajos. 
También hay que remarcar el hecho de que la lesión inducida con 6-OHDA es muy 
reproducible y el procedimiento es muy versátil ya que permite generar varios grados de 
lesión nigroestriatal con diferentes perfiles temporales dependiendo de la zona donde se 
inyecte la neurotoxina (Blandini y cols. 2008). En nuestro trabajo hemos optado, en primer 
lugar, por usar el modelo de lesión unilateral de la SNpc y del fascículo prosencefálico 
medial debido a la relativa rapidez con la que se alcanzan niveles degeneración similares a 
los observados en los estadíos finales de la EP. Por este motivo, este modelo se utiliza 
habitualmente para evaluar la eficacia de nuevas terapias farmacológicas y de reemplazo 
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celular (Hirsch y cols. 2003). Además, también hemos utilizado el modelo basado en la 
generación lesiones estriatales parciales con 6-OHDA ya que suele ser el de elección a la 
hora de llevar a cabo estrategias neuroprotectoras, debido a que la progresión de la 
neurodegeneración se aproxima mas a lo observado en la EP (Lee y cols. 1996).  
 
1.3.2 Modelo de MPTP. 
 
El parkinsonismo hallado en drogadictos y que fue generado por el consumo de 
drogas contaminadas con 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) (Langston y 
cols. 1983) dió lugar al desarrollo de modelos en ratón y en primates de EP usando este 
inhibidor del Complejo I de la cadena de transporte de electrones como neurotoxina 
parkinsonizante (Bloem y cols. 1990).  
 
El MPTP, una vez inyectado de manera sistémica, atraviesa la barrera 
hematoencefálica y es captado por la astroglía y las neuronas serotoninérgicas donde es 
metabolizado a 1-metil-4-fenil,2,3-dihidropiridina (MPDP) por acción de la 
monoaminooxidasa B (MAO-B) (Singer y cols. 1987). Esta molécula se oxida 
espontánemente generando 1-metil-4-fenilpiridinium (MPP+) que se libera al espacio 
extracelular y es transportado, con mayor afinidad que la DA, al interior de la neurona 
dopaminérgica (Figura 4) a través de DAT (Javitch y Snyder. 1984). Una vez en el 
citoplasma, el MPP+ desencadena su acción neurotóxica mediante la interacción con las 
enzimas citosólicas generando radicales libres o bien se acumula en la mitocondria 
inhibiendo el Complejo I, generando en ambos casos la activación de  caspasas que 
desemboca en la muerte de la neurona dopaminérgica (Ramsay y Singer. 1986; Adams y 
cols. 1993; Klaidman y cols. 1993). El MPP+ también puede ser acumulado en el interior 
de las vesículas sinápticas mediante la acción del transportador vesicular de monoaminas 2 
(VMAT-2) (Del Zompo y cols. 1993), hecho que protege a la mitocondria de los efectos 
neurotóxicos ejercidos por esta molécula (Liu y cols. 1992). 
 
La administración de MPTP en primates no humanos causa temblor, rigidez, 
acinesia e inestabilidad postural, síntomas que son tratados con éxtito mediante la 
administración de L-DOPA y agonistas dopaminérgicos. Las neuronas dopaminérgicas 
degeneran de manera selectiva en las áreas cerebrales, entre las que se incluye la SN, al 
igual que ocurre en la EP idiopática. Sin embargo, los modelos experimentales basados en 
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la administración  aguda o subaguda de MPTP carecen de la formación de cuerpos de 
Lewy (Forno y cols. 1988).  
 
El modelo de MPTP está ampliamente caracterizado y cumple con muchos de los 
criterios que definen a un buen modelo de EP, con la excepción de la ausencia de 




















Figura 4. Esquema de la metabolización y la oxidación del MPTP a MPP+ en el astrocito y de su 
transporte al interior de la neurona dopaminérgica, donde ejerce su acción inhibitoria sobre el 
Complejo I de la cadena respiratoria mitocondrial y la consiguiente activación de la cascada de 




1.3.3 Modelo de Rotenona. 
 
 La rotenona es un compuesto natural con gran capacidad para inhibir el Complejo I 
de la cadena respiratoria mitocondrial. Se obtiene a partir de las raíces de ciertas especies 
vegetales y se ha utilizado como pesticida en plantas, lagos y factorías de pescado.  El 
modelo experimental por administración de rotenona que mejor reproduce parte de la 
sintomatología y de la neuropatología observada en la EP fue el desarrolado por Betarbet y 
colaboradores (Betarbet y cols. 2000). En este modelo la neurotoxina fue administrada a 
ratas por vía intravenosa ya que ésta es muy hidrófoba e insoluble en solventes acuosos. 
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Las animales infundidos con rotenona de manera crónica desarrrollaron hipocinesia, 
inestabilidad postural, dificultad de la marcha y temblor en las extremidades. Estos efectos 
motores correlacionaron con la degeneración de las neuronas dopaminérgicas 
nigroestriatales. Las neuronas afectadas por la acción de la rotenona mostraron inclusiones 
citoplasmáticas reactivas para α -sinucleína y ubiquitina que son similares a lo hallado en 
los cuerpos de Lewy.  
 
Este modelo cumple con la mayoría de los criterios necesarios para ser un buen 
modelo de EP pero tiene el incoveniente de tener bastante variabilidad en la susceptibilidad 
individual de los animales  a la toxina y por ello es de poca utilidad a la hora de probar 


























2. FACTORES NEUROTRÓFICOS EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON 
 
 Los factores neurotróficos son una clase de compuestos neuroprotectores, 
generalmente de naturaleza proteica, que son secretados por neuronas, glía y otros tipos 
celulares y que tienen la capacidad de promover el desarrollo y la supervivencia neuronal, 
el crecimiento axonal, la formación de sinapsis, la reinervación y la modulación de la 
función neuronal. En 1951, Levi-Montalcini y Hamburger caracterizaron el primer factor 
de crecimiento del sistema nervioso y lo denominaron factor de crecimiento nervioso 
(NGF) (Levi-Montalcini y Hamburger. 1951). Este hallazgo desencadenó el desarrollo de 
décadas de investigación que han dado lugar al descubrimiento y caracterización de 
diversos grupos de factores tróficos que ejercen diferentes acciones neurotróficas sobre 
poblaciones neuronales específicas (Hefti. 1994; Airaksinen y Saarma. 2002). Estos 
factores desempeñan un papel importante durante el desarrollo embrionario ya que están 
implicados en la diferenciación de los precursores neurales y en la determinación de las 
células que van a sobrevivir durante este proceso. Además, los factores neurotróficos 
regulan la migración y la localización final de las neuronas, la generación de conexiones 
durante el desarrollo y definen el fenotipo bioquímico, farmacológico y morfológico de 
estas células.  
 
 Por otro lado, se ha demostrado la existencia de incrementos en la concentración de 
varios factores neurotróficos y de sus respectivos receptores en respuesta al daño en el 
sistema nervioso central (Hughes y cols. 1999). Estos factores pueden actuar como agentes 
neuroprotectores sobre determinadas poblaciones neuronales que están afectadas de 
manera selectiva en las enfermedades neurodegenerativas y como moléculas protectoras 
frente al daño celular citotóxico. Debido a estas  propiedades y a la ineficacia de las 
terapias convencionales actuales, varios factores neurotróficos podrían ser útiles en el 
tratamiento de las enfermedades neurodegenerativas como la EP (Tabla 2). De este modo, 
nos centraremos en factores como el factor neurotrófico derivado del cerebro (BDNF),  el 
factor neurotrófico derivado de la glía (GDNF), neurturina y factores noveles como el 
factor neurotrófico derivado de astrocitos mesencefálicos (MANF) y el factor neurotrófico 
de dopamina conservado (CDNF) ya que han sido utilizados como posibles agentes 










                                     in vitro/in vivo Protector Reparador Estimulatorio 
GFLs GDNF Ret / GFRα1 y +/+ + + + 
  NCAM / GFRα1     
 NTN Ret /GFRα2 y +/+ + + + 
  NCAM / GFRα2     
 PSPN Ret / GFRα3 +/+ + SD + 
 ARTN Ret / GFRα4 +/+ + SD + 
FNs Noveles CDNF Desconocido +/+ + + SD 
 MANF Desconocido +/+ + + SD 
Neurotrofinas NGF TrkA y p75NTR +/+ + SD + 
 BDNF TrkB y p75NTR +/+ + SD + 
 NT-3 TrkC y p75NTR +/+ SD + SD 
 NT-4 TrkB y p75NTR +/+ + SD + 
Neuroquinas CNTF gp130, LIFRβ y +/+ + SD SD 
  CNTFRα     
 LIF gp130 y LIFRβ +/SD SD SD SD 
 IL-6 gp130 y IL6Rα +/SD SD SD SD 
 CT-1 gp130 y LIFRβ +/SD SD SD SD 
 OSM gp130 y OSMRα SD/SD SD SD SD 
Otros 
 
TGF-β TGFBR1-3 +/+ +  SD  + 
 FGFb FGFR1-4 +/+ + SD + 
 
Tabla 2. Efecto de los Factores Neurotróficos sobre las neuronas dopaminérgicas. 
Factores Neurotróficos (FNs) no mencionados en el texto principal: PSPN (Persefina), ARTN 
(Artemina), NT-3 (Neurotrofina-3), NT-4 (Neurotrofina-4), CNTF (Factor neurotrófico ciliar), LIF 
(Factor inhibidor de la leucemia), IL-6 (Interleuquina-6), CT-1 (Cardiotrofina-1), OSM 
(Oncostatina-M),  TGF-β (Factor transformante de crecimiento β) y FGFb (Factor de crecimiento 
de fibroblastos básico). Claves: (+, sí) y (SD, sin determinar). Tabla modificada de (Aron y Klein. 
2011). 
 
A parte de los FNs mencionados en la tabla 2, también existen otros factores que ejercen efectos 
sobre las neuronas dopaminérgicas: IGF-1 (Factor de crecimiento insulínico tipo 1), EGF (Factor 
de crecimiento epidérmico), VEGF (Factor de crecimiento del endotelio vascular), VIP (Péptido 






 El factor neurotrófico derivado del cerebro pertenece a la familia de las 
neurotrofinas y fue aislado por primera vez en 1982 a partir de extractos del cerebro del 
cerdo (Barde y cols. 1982). El BDNF fue la primera neurotrofina que se aisló después del 
hallazgo del NGF, decubriéndose que no solo era capaz de facilitar la supervivencia de las 
neuronas sino que también promovía el crecimiento de las fibras nerviosas. El gen del 
BDNF se localiza en el cromosma 11 (Jones y Reichardt. 1990) y codifica para una gran 
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prepromolécula con un péptido señal secretorio que posibilita la constitución del BDNF 
como un factor extracelular. La señalización mediada por BDNF tiene lugar a través de dos 
clases de receptores (Patapoutian y Reichardt. 2001; Reichardt. 2006): 1) el receptor 
tirosina quinasa B (TrkB), a través del cual el BDNF activa a Ras, a la fosfatidil inositol-3 
(PI3)-quinasa, a la fosfolipasa C y como consecuencia a las MAP quinasas; 2) el receptor 
de NGF de baja afinidad (LNGFR ó p75), mediante el cual este factor activa al factor 
nuclear κβ (NF-κβ) y a la quinasa Jun. El ARNm del BDNF se expresa ampliamente en la 
SN (Yan y cols. 1997a), mientras que su receptor TrkB se expresa en el estriado y en la SN 
(Yan y cols. 1997b). Sin embargo, los niveles de BDNF y de su ARNm se hallan regulados 
a la baja en la SN de los pacientes parkinsonianos, lo que sugiere la posible relación entre 
los niveles reducidos de este factor y la EP (Mogi y cols. 1999; Parain y cols. 1999; 
Howells y cols. 2000).  
 
 Varios estudios han demostrado la capacidad del BDNF para proteger in vitro a las 
neuronas dopaminérgicas de los efectos neurotóxicos del MPP+ y de la 6-OHDA (Hyman 
y cols. 1991; Spina y cols. 1992). La infusión de BDNF en la SN, previamente o de manera 
posterior al daño nigroestriatal, fue capaz de mejorar la conducta rotacional y el déficit 
neuroquímico por medio de la atenuación de la neurodegeneración dopaminérgica o bien 
por la potenciación de la función de las neuronas dopaminérgicas supervivientes (Altar y 
cols. 1992).  Además, la administración intraestriatal de BDNF previa a la lesión con        
6-OHDA, en un modelo de EP en rata, redujo la destrucción de las neuronas 
dopaminérgicas en la SN y el número de rotaciones inducidas por la apomorfina (Shults y 
cols. 1995). Sin embargo, la infusión de BDNF en la SN no fue capaz de prevenir la 
degeneración provocada tras la lesión del fascículo prosencefálico medial (Lapchak y cols. 
1993). Por otro lado, el implante de fibroblastos modificados genéticamente para producir 
BDNF, en el estriado de ratas posteriormente lesionadas con 6-OHDA, protegió 
completamente a las neuronas de la SN y salvaguardó de manera parcial a las fibras 
estriatales (Levivier y cols. 1995). Los fibroblastos con capacidad para secretar BDNF 
implantados en la SN, también fueron capaces de proteger de la degeneración a las 
neuronas dopaminérgicas nigrales en un modelo de EP en rata por administración de 
MPTP posterior al implante (Frim y cols. 1994). El estudio de los efectos del BNDF en los 
primates no humanos ha sido llevado a cabo mediante el uso de monos lesionados con 
MPTP. La administración previa de este factor retrasó y redujo la gravedad del 
parkinsonismo inducido por MPTP y proporcionó una significativa neuroprotección a las 
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neuronas dopaminérgicas de la SN en comparación con lo hallado en los animales control 
(Tsukahara y cols. 1995). 
 
 Los estudios de los efectos del tratamiento neuroprotector con BDNF en modelos 
animales de EP revelan que este factor es parcialmente efectivo a la hora de mejorar el 
déficit motor y de proteger a las neuronas dopaminérgicas, pero no tienen carácter 
neurorreparador y son demasiado limitados e insuficientes para fomentar el uso de este 




 El factor neurotrófico derivado de la glía está incluido dentro de un grupo de 
proteínas relacionadas entre sí, denominado como ligandos de la familia del GDNF 
(GFLs). En esta familia también se hallan incluidos otros factores tróficos como 
neurturina, artemina y persefina. El GDNF fomenta la supervivencia de diferentes 
poblaciones neuronales, tanto en el sistema nervioso central como en el periférico. En 1993 
este factor fue purificado, y  en ese mismo año se descubrió su  potencial terapeútico en la 
EP, ya que se demostró su capacidad para promover el crecimiento y la supervivencia de 
las neuronas dopaminérgicas embrionarias del mesencéfalo (Lin y cols. 1993). La unión 
del GDNF con el receptor alfa 1 de la familia del GDNF (GFRα1) produce la activación de 
una tirosina quinasa denominada c-Ret, e induce la activación de múltiples vías de 
señalización entre las que se incluyen la vía de las MAP quinasas y la mediada por la 
fosfolipasa Cγ. El GDNF también genera respuestas mediante mecanismos independientes 
de c-Ret (Sariola y Saarma. 2003). Los niveles de GDNF total en las regiones 
dopaminérgicas no difieren entre los pacientes con EP y los controles (Mogi y cols. 2001). 
Sin embargo, Beckman y colaboradores demostraron la existencia de una significativa 
regulación al alza de los niveles de ARNm de GDNF en el putamen de enfermos de 
Parkinson que tenían una destacable pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SN, en 
comparación con los pacientes control. Por el contrario, no hallaron cambios significativos 
en la expresión de las subunidades del sistema de receptores del factor (Backman y cols. 
2006). 
 
Muchos de los estudios iniciales con GDNF en modelos animales de EP fueron 
realizados utilizando el modelo por lesión con 6-OHDA. La inyección de este factor en el 
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estriado de ratas con lesiones estriatales protegió a las neuronas dopaminérgicas de la SN 
(Kearns y Gash. 1995). En otro trabajo, la administración de GDNF en una región superior 
próxima a la SN, una semana después de la lesión, protegió parcialmente de la 
degeneración a las neuronas TH+ de la SN (Sauer y cols. 1995). Sin embargo, varias de las 
neuronas que sobrevivieron mostraron una atrofía significativa, lo que indicó que la 
administración en sitios próximos a la zona lesionada, en lugar de hacerlo directamente en 
la estructura de interés, es menos efectivo a la hora de obtener efectos neuroprotectores. Un 
estudio muy relevante comparó los beneficios a nivel celular y a nivel motor de la 
administración de GDNF, previa a la lesión con 6-OHDA, en el estriado, en la SN o en el 
ventrículo lateral (Kirik y cols. 2000a). La administración de factor en el estriado produjo 
neuroprotección tanto en los cuerpos celulares de la SN como en las fibras estriatales TH+ 
y preservó la función motora. La elección de la zona de administración del GDNF fue muy 
relevante a la hora de determinar el nivel de efectividad, ya que las inyecciones estriatales 
del factor ejercieron un efecto neuroprotector mas marcado que las que se realizaron en la 
SN o en el ventrículo lateral.  
 
El tratamiento con GDNF en bolo o mediante infusión constante y a través de tres 
rutas de administración (intranigral, intraestriatal e intracerebroventricular), mejoró 
síntomas como la bradicinesia, rigidez y la inestabilidad postural en monos lesionados con 
MPTP (Gash y cols. 1996; Zhang y cols. 1997; Grondin y cols. 2002). Además, también se 
observó un ligero aumento en la densidad de fibras TH+ en el estriado. La densidad de 
estas fibras fue mas pronunciada en el área que rodeaba a la zona de infusión, lo que indicó 
que la neuroprotección asociada al GDNF correlacionó directamente con los niveles de 
expresión del factor. Los resultados de estos estudios en primates no humanos estimularon 
el inicio de ensayos clínicos con GDNF en pacientes con EP. Los datos de dos ensayos 
clínicos abiertos (Gill y cols. 2003; Slevin y cols. 2005), en los que el factor fue infundido 
directamente en el putamen, sugirieron que el GDNF era capaz de mejorar algunos 
síntomas motores y de restaurar parcialmente la vía nigroestiatal (dato obtenido mediante 
el estudio de la captación del trazador 18F-Dopa). Además, el análisis postmortem de uno 
de los pacientes reveló que el GDNF estimuló el crecimiento axonal de las neuronas 
dopaminérgicas que inervan el putamen (Love y cols. 2005). Sin embargo, los resultados 
obtenidos en el primer ensayo doble ciego fueron negativos (Lang y cols. 2006) si se 
comparan con lo observado en los dos estudios abiertos anteriormente mencionados. En 
este estudio doble ciego, se llevó a cabo una infusión directa de GDNF pero empleándose 
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una dosis menor y un catéter mas ancho que en los ensayos previos. No se observaron 
mejorías de los síntomas motores y algunos pacientes generaron anticuerpos frente a 
GDNF. Estudios paralelos de seguridad realizados en primates no humanos indicaron, por 
razones desconocidas, la asociación de la infusión de GDNF en el putamen con la 
aparición de lesiones en el cerebelo (Sherer y cols. 2006). La ausencia de eficacia clínica y 
los resultados adversos observados tanto en los pacientes como en los primates no 
humanos provocaron el abandono de la estrategia de infusión de GDNF en los ensayos 
clínicos. Por lo tanto, es preciso revisar los problemas relacionados con la seguridad y la 
forma de administración del factor, mediante la realización de mas estudios en modelos 
animales,  antes de llevar a acabo futuros ensayos clínicos en los que se vaya a infundir 
GDNF en pacientes. 
 
Por otro lado, la terapia celular ex vivo y la terapia génica in vivo son dos técnicas 
alternativas a la hora de administrar GDNF a las neuronas dopaminérgicas de la vía 
nigroestriatal. La terapia celular ex vivo consiste en realizar implantes en el estriado o en la 
SN de células modificadas genéticamente para expresar GDNF. Existen varios trabajos que 
ponen de manifiesto los efectos beneficiosos de los implantes, en modelos animales de EP, 
de diferentes líneas celulares encapsuladas que producen GDNF (Lindner y cols. 1995; 
Date y cols. 2001; Yasuhara y cols. 2005). Otros grupos tambíén han obtenido resultados 
positivos en modelos animales de EP mediante la utilización de células productoras de 
GNDF procedentes de cultivos primarios, tales como astrocitos (Ericson y cols. 2005), 
células de la médula ósea (Park y cols. 2001) y células madre neurales (Akerud y cols. 
2001; Behrstock y cols. 2006).  El futuro de la terapia celular ex vivo en la EP es incierto 
debido a la controversia derivada de los resultados adversos obtenidos en los ensayos 
clínicos con GDNF anteriormente comentados. La segunda estrategia para aportar GDNF 
in vivo de manera continuada al sistema nigroestriatal se basa en la terapia génica. De este 
modo, se han utilizado vectores virales como los adenovirus (Bilang-Bleuel y cols. 1997; 
Lapchak y cols. 1997), virus adeno-asociados (AAV) (Mandel y cols. 1997; Kirik y cols. 
2000b), herpesvirus (Monville y cols. 2004) y lentivirus (Bensadoun y cols. 2000; 
Kordower y cols. 2000) para expresar GDNF en el estriado o la SN de modelos animales 
de EP, obteniéndose resultados alentadores. A pesar de los efectos beneficiosos de esta 
estrategia en modelos de EP, todavía no se han iniciado los ensayos clínicos necesarios 
para probar la eficacia en pacientes del tratamiento con vectores virales que portan el gen 





La neurturina (NTN) es un análogo estructural y funcional del GDNF que forma 
parte de los ligandos de la familia del GDNF (GFLs). Esta proteína de origen natural se 
une con mayor afinidad al receptor GFRα2 el cual está acopl ado a c-Ret e induce la 
activación de las vías de señalización mediadas por las MAPKs y por PI3K (Creedon y 
cols. 1997).  
 
Estudios in vitro y en modelos animales de EP han puesto de manifiesto la 
capacidad de la neurturina para estimular la supervivencia de las neuronas dopaminérgicas 
(Horger y cols. 1998; Rosenblad y cols. 1999; Li y cols. 2003). La administración 
intraestriatal de NTN en ratas, antes de la lesión con 6-OHDA, protegió de la 
neurodegeneración a las neuronas dopaminérgicas de la SN e incrementó los niveles de 
dopamina estriatales (Oiwa y cols. 2002). Este efecto neuroprotector no fue observado 
cuando la administración de NTN tuvo lugar después de la lesión con la neurotoxina, 
aunque si se hallaron evidencias de crecimiento de los terminales dopaminérgicos 
estriatales. La infusion intraputaminal de NTN en monos lesionados con MPTP mejoró la 
función motora e incrementó los niveles de  metabolitos de la dopamina en el globo pálido 
(Grondin y cols. 2008).  
 
Debido al éxito en modelos de EP de la aplicación de un vector basado en un AAV 
que contenía el gen de la NTN humana (CERE-120) (Kordower y cols. 2006; Gasmi y 
cols. 2007), la empresa Ceregene Inc. inició el primer ensayo clínico abierto con       
CERE-120 en enfermos de EP. Los resultados de este estudio revelaron una significativa 
reducción en los síntomas de la enfermedad a la par que no se observaron efectos 
secundarios adversos (Marks y cols. 2008). A continuación, se llevo a cabo un ensayo 
clínico doble ciego Fase II que no proporcionó los resultados beneficiosos observados en el 
primer estudio (Marks y cols. 2010). Además, el estudio postmortem reveló que la 
ausencia de mejoría observada pudo ser debida a la pobre difusión de la NTN en el tejido 








2.4 MANF y CDNF 
 
El factor neurotrófico derivado de astrocitos mesencefálicos (MANF) fue 
descubierto e identificado en el medio condicionado de una línea celular de astrocitos 
procedentes del mesencéfalo ventral (Petrova y cols. 2003). Esta proteína de 20 KDa es 
capaz de incrementar la tasa de supervivencia de las neuronas en cultivo positivas para TH 
y  la  proteína asociada a microtúbulos 2 (MAP-2) (Petrova y cols. 2003) y actualmente 
forma parte de una nueva clase de moléculas que promueven la viabilidad de las neuronas 
dopaminérgicas. En 2007, el factor neurotrófico de dopamina conservado (CDNF) fue 
identificado y caracterizado  mediante métodos bioinformáticos y bioquímicos (Lindholm 
y cols. 2007). Este factor es un homólogo muy próximo a MANF y se expresa tanto en 
células no neuronales como en neuronas de varias regiones cerebrales. Los genes que 
codifican para estos dos factores están altamente conservados a lo largo de la evolución. 
Los receptores que median en la acción de ambos factores aún no han  sido descubiertos. 
 
El estudio de los efectos de la administración de MANF (Voutilainen y cols. 2009) 
y CDNF (Lindholm y cols. 2007) en el modelo de EP por lesión con 6-OHDA, revelaron 
que la inyección intraestriatal de cada uno de estos factores, previa a la lesión con la 
neurotoxina, fue capaz de reducir el comportamineto rotacional inducido por apomorfina y 
protegió tanto a las neuronas dopaminérgicas de la SN como a los terminales TH+ 
estriatales. Además, cuando la administración de CDNF o MANF fue realizada 4 semanas 
después de la lesión, también se observó una recuperación de la función motora. Este 
hecho sugiere la capacidad de estos factores  tanto para prevenir el avance de la 
degeneración de las neuronas dopaminérgicas como para mantener o incrementar la 
función de las neuronas que no degeneraron tras la lesión con 6-OHDA.  
 
CDNF y MANF son dos proteínas noveles en el tratamiento de la EP que tienen la 
capacidad para proteger y reparar a las neuronas y a los terminales del sistema 
nigroestriatal en modelos animales de EP. Estudios futuros tendrán que dilucidar el 







3. LIVER GROWTH FACTOR. (Factor de Crecimiento de Hígado). 
 
Los tratamientos farmacológicos y quirúrjicos convencionales frente a la EP dejan 
de ser efectivos a lo largo del tiempo ya que no frenan el avance de la enfermedad. Sin 
embargo, los factores tróficos están siendo considerados como una prometedora 
herramienta en el tratamiento de las enfermededades neurodegenerativas debido a su 
potencial neuroprotector y neurorreparador. Por estos motivos, decidimos evaluar la 
capacidad terapeútica de un compuesto novel con efectos pleiotrópicos, denominado 
Factor de Crecimiento de Hígado, en el modelo experimental de EP por lesión con 6-
OHDA. 
 
1.1 Antecedentes  
 
El hígado es uno de los órganos con mayor capacidad de regeneración. Las ratas 
recuperan en torno al 66% del peso total del hígado en el plazo de 8 a 10 días después de 
haber sido sometidas a una hepatectomía parcial del 70% (Bucher y Malt. 1971). Entre los 
diversos mecanismos que se han propuesto a la hora de explicar esta gran capacidad de 
regeneración del hígado, destaca la presencia de uno o varios factores tróficos en el suero 
de animales con hepatectomía parcial, dichos factores son responsables de las 
extraordinarias tasas de proliferación celular hepática observadas. Durante los años 60 y 
70, varios autores realizaron trabajos tanto in vivo como in vitro para demostrar la 
existencia, en la sangre de animales hepatomizados,  de una actividad asociada a un factor 
o factores implicados en el crecimiento hepático. Paul y colaboradores, mediante 
experimentos de captación de [3H] timidina, hallaron un incremento en la síntesis de ADN 
en cultivos de células de hígado fetal de rata que habían crecido en presencia de suero 
procedente de ratas parcialmente hepatomizadas en comparación con lo hallado en los 
cultivos incubados con suero de ratas sanas (Paul y cols. 1972). Además, Moolten y 
Bucher, en experimentos de circulación cruzada entre ratas parcialmente hepatomizadas y 
ratas normales, observaron un aumento de la síntesis de ADN y de proteínas en el hígado 
de los animales sanos (Moolten y Bucher. 1967). Fisher y colaboradores demostraron que 
el factor humoral implicado en la regeneración hepática se hallaba en la sangre de la vena 
porta y que su concentración incrementaba  en función de la cantidad de hígado que se 




Tras varios intentos para intentar purificar este factor de crecimiento realizados en 
suero (Morley y Kingdon. 1973), en plasma (Goldberg y cols. 1980), en extractos 
citoplasmáticos de hígado (LaBrecque y Bachur. 1982) y en plaquetas (Russell y cols. 
1984), en 1986 Díaz-Gil y colaboradores consiguieron purificar del plasma procedente de 
ratas parcialmente hepatomizadas una molécula de 64 KDa, que inyectada en ratones fue 
capaz de estimular la síntesis de ADN en el hígado y de incrementar el índice mitótico de 
los hepatocitos. Además, la administración de esta molécula purificada, en cultivos 
primarios de células hepáticas de rata, promovió la síntesis de ADN, la actividad del 
sistema A de transporte de aminoácidos e incrementó la captación de 22Na+ (Díaz-Gil y 
cols. 1986a). A este factor se le denominó Liver Growth Factor (LGF) (Factor de 
crecimiento de Hígado).  
 
El LGF solo es detectable en el suero tanto de ratas como de humanos cuando 
previamente se ha producido un daño hepático o hepato-biliar (Díaz-Gil y cols. 1986a; 
Díaz-Gil y cols. 1986b; Díaz-Gil y cols. 1988; Díaz-Gil y cols. 1989). El LGF purificado a 
partir de suero de humanos con hepatitis tipo B muestra características casi idénticas al 
obtenido a partir de suero de ratas (Díaz-Gil y cols. 1989). Además, las propiedades del 
factor son idénticas cuando es obtenido a partir del suero de cerdos con trasplante hepático 
(Díaz-Gil y cols. 1992).  
 
1.2 Naturaleza química del LGF 
 
La estructura química del LGF fue definida como un complejo albúmina- 
bilirrubina, después de un estudio de espectros de absorción, fluorescencia, dicroísmo 
celular, mapas trípticos, composición de aminoácidos, movilidad electroforética, 
inmunofluorescencia, formación de complejos albúmina-bilirrubina in vitro, estudio de la 
actividad biológica tanto in vivo, como in vitro e identificación por HPLC (Díaz-Gil y cols. 
1987a).  Para demostrar que el LGF era un complejo seroalbúmina-bilirrubina, Díaz-Gil y 
colaboradores sintetizaron in vitro complejos albúmina-bilirrubina y demostraron que 
cuando se incubaba bilirrubina con albúmina se formaba un complejo que ejercía la 
actividad biológica característica del LGF. En cambio, la albúmina o la bilirrubina por sí 
mismas no presentaban actividad mitótica en el hígado de ratones al ser administradas de 
manera independiente (Díaz-Gil y cols. 1987a). La aparición de actividad biológica del 
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complejo albúmina-bilirrubina parece ligada a un cambio de conformación en la albúmina 
provocada por el enlace covalente de la bilirrubina (Díaz-Gil y cols. 1988). Además, otros 
autores (Abakumova y cols. 1994) han corroborado la actividad de complejos albúmina-
bilirrubina como factores de crecimiento hepáticos. 
 
 
1.3 Efectos biológicos del LGF 
 
 El efecto más característico de este factor es el de actuar como un mitógeno 
hepático. Cuando el LGF es inyectado a ratas o ratones tiene actividad in vivo como factor 
de crecimiento, incrementando la síntesis de ADN de hígado, el peso seco del hígado, el 
número de células positivas para el antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA), 
produciendo una hiperplasia transitoria sin que se detecten efectos agresivos, ni inmediatos 
ni permanentes, es decir, sin producción de fibrosis, amiloides, ni perturbaciones 
mitocondriales ni nucleares (Díaz-Gil y cols. 1994). La acción del LGF a largo plazo no 
parece perturbar la homeostasis, puesto que un año después de la inyección de LGF, el 
hígado, el páncreas, los riñones y el bazo no mostraron signos de degeneración o de 
fibrosis (Díaz-Gil y cols. 1994). 
 
El LGF es capaz de estimular la regeneración del hígado dañado por la acción de 
diversas hepatotoxinas (Díaz-Gil y cols. 1994b; Díaz-Gil y cols. 1999). En un modelo de 
cirrosis por CCl4, una vez alcanzada una situación irreversible, la inyección del LGF fue 
capaz de disminuir la fibrosis, produciendo una reestructuración sustancial del parénquima 
hepático, mejora de la inflamación y de la necrosis, aumento de  la funcionalidad hepática 
y  la recuperación de diversas funciones hemodinámicas (presión portal, presión arterial, 
shunting portosistémico y resistencia vascular sistémica), así como la reducción de la 
ascitis. En otro modelo de cirrosis-fibrosis por ligadura del conducto biliar en ratas, la 
inyección del LGF en diferentes estadíos del modelo demostró producir una disminución 
sustancial de la fibrosis y cirrosis y mejora funcional del hígado en diversos tests (Díaz-Gil 
y cols. 2008, 2009). Asímismo se mostró que la actividad antifibrótica del LGF puede ser 
ejercida mediante la modulación del estado de activación de las células estrelladas 
hepáticas y de los miofibroblastos (Díaz-Gil y cols. 2009) y por la inhibición de la síntesis 
de determinados mediadores fibrogénicos tales como el factor transformante de 
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crecimiento β1 (TGF-β1) y las metaloproteasas de la matriz 2 y 9 (MMP-2 y MMP-9) 
(Díaz-Gil y cols. 2008). 
 
El LGF también tiene la capacidad para reducir la hipertensión en ratas 
espontáneamente hipertensas, produciendo una disminución de la fibrosis en la arteria 
carótida y aumentando el número de células de la musculatura lisa vascular pero sin alterar 
el diámetro interno o el espesor medio de dicha arteria (Somoza y cols. 2006). Además, 
dos estudios recientes (Conde y cols. 2011; Condezo-Hoyos y cols. 2012) han demostrado 
que el tratamiento con LGF, en este modelo de hipertensión arterial, produce los siguientes 
efectos regenerativos a nivel cardiovascular: 1) Restaura la composición de la pared de los 
vasos intramiocardiales, 2) reduce la hipertrofia del ventrículo izquierdo, 3) mejora las 
disponibilidad de óxido nítrico (NO) mediante la reducción de los niveles del anión 
superóxido y 4) normaliza los niveles plasmáticos de varios marcadores de stress 
oxidativo. El LGF  también posee una notable actividad antioxidante in vitro ya que se ha 
demostrado su efectividad como secuestrador de varias especies reactivas de oxígeno 
implicadas en patología cardiovascular (Condezo-Hoyos y cols. 2009). Recientemente se 
ha puesto de manifiesto la capacidad del LGF para disminuir la esteatosis hepática y la 
placa de ateroma, en un modelo de ratones con ateroesclerosis (Surra y cols. 2010).  
 
Varios trabajos han mostrado el papel del LGF en el campo de la regeneración 
testicular. La administración de LGF, en ratas con deplección de las células de Leydig por 
tratamiento con EDS (Etano dimetanosulfonato), estimula la regeneración testicular, 
previene el desprendimiento de las células germinales y del daño a las células de Sertoli, 
promueve el crecimiento de las células germinales y estimula la expresión  del factor de 
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y de sus receptores (Martín-Hidalgo y cols. 2007a; 
Martín-Hidalgo y cols. 2007b). Además, el LGF también es capaz de mejorar la 
regeneración testicular y de recuperar la espermatogénesis en ratones tratados con bisulfan, 
un agente que destruye selectivamente las células madre espermatogoniales (Perez-Crespo 
y cols. 2011). 
 
Por último, un estudio reciente muestra que la administración de LGF, en un 
modelo de fibrosis pulmonar inducida por CdCl2, mejora la función pulmonar y es capaz 
de revertir parcialmente tanto la fibrosis pulmonar como el incremento de las proteínas de 




En resumen, el LGF es un factor pleiotrópico, caracterizado químicamente como un 
complejo albúmina-bilirrubina, capaz de estimular la proliferación celular y la 
regeneración tisular en diferentes patologías tanto hepáticas como extrahepáticas. 
 
1.4 Mecanismos y células implicadas en la acción del LGF 
 
Al contrario de lo descrito en el apartado 2 de esta introducción sobre la mayoría de 
los  factores neurotróficos, a día de hoy, no se conocen  los mecanismos de acción 
fundamentales (receptores, vías de señalización) ni las células mediadoras específicas 
implicadas en la acción del LGF tanto en tejidos hepáticos como extrahepáticos.  Los 
trabajos realizados hasta la fecha muestran que la acción mitogénica ejercida en el hígado 
por el LGF puede estar mediada, al menos en parte, por el factor de necrosis tumoral alfa 
(TNF-α) (Díaz-Gil y cols. 2003), ya que el LGF produce la regulación al alza de esta 
citoquina, actuando sobre las células endoteliales de la vena porta. Además, el LGF 
también estimula la secreción de TNF-α en cultivos de células endoteliales humanas 
(HUVEC). Esta secreción es del orden de pg/ml, al contrario de lo que se produce en los 
procesos inflamatorios donde las secreciones de TNF-α son mayores. De hecho, los efectos 
del LGF en HUVEC mediados por TNF-α no incrementan la expresión de las moléculas de 
adhesión endotelial ICAM-1 (Molécula de adhesión intercelular 1) y VCAM-1 (Molécula 
de adhesión de células vasculares 1), las cuales juegan un papel clave en los efectos 
proinflamatorios mediados por esta citoquina (Díaz-Gil y cols. 2003).  También, hay que 
destacar que una serie de experimentos preliminares han mostrado la capacidad del LGF 
para inducir la liberación de TNF-α en cultivos de monocitos humanos (Díaz Gil, 
comunicación personal). Debido a que la microglía se origina a partir de la invasión de los 
monocitos  durante el desarrollo del sistema nervioso (Ling y Wong. 1993), durante el 
desarrollo del presente trabajo incluiremos a este fenotipo como una de las posibles célula 
diana de la acción de LGF, sin descartar al resto de tipos celulares del SNC. Además 
intentaremos abordar el estudio de las posibles vías de señalización que median en la 
acción del LGF ya que es fundamental tener el mayor conocimiento posible sobre los 







4. TERAPIA CON CÉLULAS MADRE EN LA ENFERMEDAD DE PARKINSON 
 
4.1. Neurogénesis en el Sistema Nervioso Central adulto. 
 
 Las células madre neurales (CMN) se caracterizan por su capacidad de 
autorrenovación y de generación de todos los linajes de células neurales 
(multipotencialidad) (Gage. 2000; Pluchino y cols. 2005; Merkle y Alvarez-Buylla. 2006). 
En el SNC adulto de los mamíferos, la mayor población de CMN se localiza en el área 
periventricular, extendiéndose a través del neuroeje que discurre desde el cerebro anterior 
hasta la médula espinal (Temple y Alvarez-Buylla. 1999). La producción bajo condiciones 
fisiológicas de neuronas de novo (neurogénesis) en los mamíferos adultos, tiene lugar 
fundamentalmente en las zonas subventriculares (ZSV) y en la zona subgranular (ZSG) del 
giro dentado del hipocampo (Alvarez-Buylla y Lim. 2004). También se han identificado 
células progenitoras en la sustancia negra del adulto, que son capaces de generar células 
gliales in situ o neuronas si se cultivan in vitro (Lie y cols. 2002). 
 
La ZSV se extiende a lo largo de las paredes laterales de los ventrículos laterales y 
alberga el mayor reservorio de células en proliferación del cerebro de la mayoría de los 
mamíferos adultos, incluidos los humanos. En la ZSV se hallan contenidas cuatro tipos 
principales de células (Alvarez-Buylla y Lim. 2004): Las células ependimarias 
multiciliadas (células tipo E) que separan el lumen del ventrículo del parénquima cerebral 
e intrevienen en la circulación del líquido cefalorraquídeo. Las CMN (células tipo B) 
muestran características similares a los astrocitos como la expresión de la proteína ácida 
fibrilar de la glía (GFAP) y tienen una tasa de proliferación poco elevada. Las células tipo 
B generan células de rápida proliferación (células tipo C), también denominadas como 
progenitores transitorios amplificativos, que a su vez dan lugar a neuroblastos con 
capacidad de migración (células tipo A). Las células tipo A migran a través de la vía rostral 
migratoria (VRM) hacia el bulbo olfatorio (Ming y Song. 2005), donde se diferencian en 
dos tipos de interneuronas: las células granulares y las células periglomerulares (Figura 
5A). Este proceso también tiene lugar en en el cerebro humano (Curtis y cols. 2007). Entre 
un 1% y un 25%  de las células tipo A dan lugar a neuronas periglomerulares que expresan 
GABA (ácido γ-amino-butírico) o TH, mientras que entre un 75% y un 99% se diferencian 
a células granulares GABAérgicas. Cada uno de los tipos de células progenitoras 
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anteriormente descritas pueden ser distinguidos mediante el estudio de su patrón de 

























Figura 5. Neurogénesis en la Zona Subventricular de la rata adulta. En A se muestra la sección 
sagital del cerebro adulto, donde se observan las células progenitoras neuronales en la ZSV y su 
migración hacia el bulbo olfatorio donde se diferencian a neuronas granulares y periglomerulares. 
En B  se representan los diferentes tipos celulares que componen el linaje neuronal junto con sus 









4.2. Estimulación de la neurogénesis adulta en la EP. 
 
Una estrategia terapeútica a la hora de abordar el tratamiento de la EP se basa en la 
estimulación in vivo de la neurogénesis en el cerebro adulto mediante la administración de 
factores neurotróficos. De este modo, el objetivo de esta terapia consiste en  promover la 
migración y la diferenciación de las células de la zona subventricular hacia neuronas de 
fenotipo catecolaminérgico (Figura 6). Este proceso de inducción de la neurogénesis 
comprende los siguientes procesos: 1) Activación de las CMN endógenas; 2) División de 
las células tipo C; 3) Generación y migración hacia el estriado de neuroblastos; 4) 
Diferenciación hacia el fenotipo catecolaminérgico, supervivencia y maduración de las 
nuevas neuronas generadas e integración funcional.  
 
Los estudios realizados en animales revelan que los progenitores de la ZSV pueden 
ser movilizados hacia el estriado tras la administración de varios tipos de factores tróficos. 
(Fallon y cols. 2000; Benraiss y cols. 2001). La infusión intraestriatal del factor de 
crecimiento transformante α (TGF-α) en ratas lesionadas con 6-OHDA indujo la 
diferenciación de los progenitores de la ZSV hacia neuronas dopaminérgicas estriatales y 
mejoró la conducta rotacional inducida por apomorfina, aunque no se pudo establecer una 
correlación entre la generación de nuevas neuronas dopaminérgicas y la mejoría funcional 
observada (Fallon y cols. 2000). Sin embargo, estos resultados de inducción del fenotipo 
dopaminérgico por administración de TGF-α no han podido ser corroborados en otros 
trabajos (Cooper y Isacson. 2004; de Chevigny y cols. 2008). Por otro lado, Mohapel y 
colaboradores demostraron que la administración intracerebroventricular del factor de 
creciemiento derivado de plaquetas (PDGF) y BDNF era capaz de incrementar el número 
de neuronas de nueva generación en el estriado de ratas hemiparkinsonianas (Mohapel y 
cols. 2005). Hay que destacar que estas células expresaron los marcadores para neurona 
inmadura Doblecortina [(DCX), una proteína asociada a microtúbulos expresada por 
neuroblastos en migración], para neurona estriatal temprana (Factor de transcripción Pbx) 
y para neurona madura [(NeuN), Núcleo Neuronal] pero no fueron positivas para la 
fosfoproteína regulada por AMPc y dopamina [(DARPP-32), una proteína expresada por 
las neuronas estriatales de proyección maduras]. En este trabajo también se muestra la 
capacidad de estos factores a la hora de generar nuevas células en la SN pero sin adquirir 
ninguna de ellas un fenotipo neuronal. La utilización de GFLs como el GDNF para inducir 
neurogénesis en el cerebro adulto y la recuperación del tracto nigroestriatal arrojó 
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resultados positivos en cuanto al estímulo de la proliferación celular en la SN, medida por 
incorporación de BrdU,  pero falló a la hora demostrar si las células TH+ que se 
observaron eran o no de nueva generación (Chen y cols. 2005). La existencia o no de 
neurogénesis en la SN sigue siendo un tema controvertido, de todos modos, las únicas 
células de nueva generación que han sido identificadas con alta fiabilidad en la SN han 
sido de fenotipo glial y en ningún caso eran neuronas dopaminérgicas (Cooper y Isacson. 
2004; Chen y cols. 2005; Peng y cols. 2008). 
 
A parte de los factores tróficos, se sabe que neurotransmisores como la dopamina 
juegan un papel importante a la hora de regular la neurogénesis. En varios trabajos se ha 
descrito que la supresión del aporte de dopamina estriatal produce un descenso en la 
proliferación de las CMN y de los progenitores neurales en la SVZ tanto en animales como 
en el humano (Hoglinger y cols. 2004; Borta y Hoglinger. 2007),  aunque recientemente se 
ha publicado un trabajo en el que se muestra que tanto el número de CMN adultas como su 
capacidad de proliferación no se ven afectadas en el cerebro parkinsoniano (van den Berge 
y cols. 2011). A pesar de los hallazgos descritos en este trabajo,  la estimulación de los 
receptores de dopamina podría ser una estrategia a tener en cuenta a la hora de estimular a 
los progenitores neurales y de inducir su diferenciación a hacia neuronas dopaminérgicas. 
Van Kampen y colaboradores, demostraron la capacidad de un ligando del receptor de 
dopamina D3 denominado 7-hydroxi-N,N-di-n-propil-2-aminotetralina (7-OH-DPAT) para 
estimular la neurogénesis en la ZSV y en la SN (Van Kampen y cols. 2004; Van Kampen y 
Robertson. 2005). Tras la administración del compuesto en ratas lesionadas con 6-OHDA, 
observaron un incremento de la neurogénesis en la SN y un crecimiento de los terminales 
TH+ estriatales (Van Kampen y Robertson. 2005). Además, este efecto neurogénico y 
reparador fue acompañado de una mejoría en la función motora (Van Kampen y Eckman. 
2006). Sin embargo, al igual que en otros trabajos, el análisis inmunohistoquímico de la 
neurogénesis acaecido en este estudio no confirma de manera indiscutible el efecto 
neurogénico hallado en la SN. Por otro lado, la mejoría de los déficits motores podría ser 
también achacada únicamente al crecimiento axonal de las neuronas dopaminérgicas 
dañadas. Asimismo, otro estudio pone de manifiesto que el tratamiento con 7-OH-DPAT 
no afectó a la proliferación, supervivencia o a la neurogénesis de precursores neurales 
murinos y humanos (Milosevic y cols. 2007), cuestionando los efectos neurogénicos de los 
agonistas dopaminérgicos. Sin embargo, en otro trabajo mas reciente, los autores 
corroboran la eficacia del uso de ligandos de los receptores de dopamina como estrategia 
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terapeútica basada en la estimulación de la neurogénesis en la ZSV en la EP (O'Keeffe y 
cols. 2009).  
 
Por último, todavía es necesario investigar en profundidad, tanto en el cerebro sano 
como en el dañado, los mecanismos implicados en cada uno de los pasos de la inducción 
de la neurogénesis, para poder así desarrollar eficientemente este tipo de terapias basadas 























Figura 6. Estimulación de la Neurogénesis en la Zona Subventricular (ZSV)  del cerebro 
adulto en la EP. a) Situación previa a la aparición de la EP y a la administración del agente 
neurogénico. b) Activación y proliferación de las células madre neurales (CMN) de la ZSV y 
generación de neuroblastos. c) Migración de neuroblastos hacia el estriado dañado. d) 
Diferenciación de los neuroblastos hacia nuevas neuronas  estriatales de fenotipo 





4.3. Terapias basadas en el transplante de células madre en la EP. 
 
Las células madre neurales existentes tanto en el cerebro embrionario/fetal como en 
el neonatal y en el adulto, tienen la capacidad de autorrenovarse y de generar una progenie 
que a su vez puede seguir dividiéndose o diferenciarse hacia fenotipos neurales, como son  
las neuronas o la glía (Kennea y Mehmet. 2002; Bazan y cols. 2004) e incluso hacia 
fenotipos no neurales (Vescovi y cols. 2002). Las CMN pueden ser cultivadas de manera 
selectiva mediante el ensayo de formación neuroesferas, desarrollado por Reynolds y 
Weiss (Reynolds y cols. 1992). Mediante esta técnica (Figura 7), las CMN en medio de 
cultivo libre de suero y suplementado con mitógenos como el factor de crecimiento 
epidérmico (EGF) y/o el factor de cecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2) (Reynolds y cols. 
1992; Vescovi y cols. 1993; Lobo y cols. 2003), proliferan en suspensión formando 
agregados esféricos denominados neuroesferas que a su vez pueden ser disociados, 

















Figura 7. Esquema representativo del cultivo de células madre neurales (CMN) mediante la 
técnica de formación de neuroesferas. Nótese las diferentes fases del cultivo: auto-renovación;  







La capacidad de las CMN para expandirse y diferenciarse hacia neuronas, convierte 
a estas células en una herramienta atractiva a la hora de desarrollar estrategias basadas en 
el transplante reconstructivo en varias enfermedades neurodegenerativas como la EP.  Sin 
embargo, el potencial de las células madre y de los progenitores inmaduros que se hallan 
en las neurosferas, para diferenciarse in vivo hacia neuronas maduras, sigue siendo un 
aspecto que no ha sido completamente desarrollado. Los experimentos basados en el 
transplante de células derivadas de neuroesferas procedentes de roedores han revelado que 
la mayoría de estas células se diferencian hacia fenotipos gliales (Carpenter y cols. 1997; 
Winkler y cols. 1998). Además, es común que en la mayoría de los transplantes las células 
permanezcan con un fenotipo inmaduro, mientras que un pequeño porcentaje suele adquirir 
fenotipos neurales mas diferenciados (Englund y cols. 2002a; Englund y cols. 2002b).  
 
Para evitar la baja tasa de diferenciación de las CMN, se han desarrollado diversos 
protocolos  con el objetivo de inducir in vitro el fenotipo dopaminérgico a partir de este 
tipo de células. Una de las aproximaciones mas habituales es la utilización de 
combinaciones definidas de factores solubles (GDNF, interleuquinas, AMPc, ácido 
ascórbico) para así promover la generación de neuronas dopaminérgicas a a partir de CMN 
(Carvey y cols. 2001; Sanchez-Pernaute y cols. 2001; Storch y cols. 2001; Lopez-Toledano 
y cols. 2004; Reimers y cols. 2008). El transplante de estas células en el estriado lesionado 
de ratas hemiparkinsonianas es capaz de mejorar la conducta rotacional, indicando que las 
células pueden comportarse como neuronas dopaminérgicas funcionales (Carvey y cols. 
2001). Además, existen estudios que sugieren que la coadministración de factores tróficos 
podría mejorar la eficencia de las células implantadas en modelos de EP (Rosenblad y cols. 
1996; Liu y Huang. 2007; Sharma y cols. 2007). Otra estrategia es la inserción y/o 
sobreexpresión de genes que codifican para factores de transcripción reguladores de la 
diferenciación dopaminérgica. De este modo, se han llevado a cabo trabajos en los que ha 
conseguido obtener neuronas dopaminérgicas mediante la expresión y la coexpresión de 
factores como Nurr1 (Receptor nuclear asociado 1), SHH (Erizo Sonic), Bcl-XL (B-cell 
lymphoma-extra large) y Mash1 (un factor de transcripción con motivos Hélice-Bucle-
Hélice básica) en precursores neurales (Wagner y cols. 1999; Kim y cols. 2003; Liste y 
cols. 2004; Park y cols. 2006). Estas células modificadas genéticamente son capaces de 
sobrevivir en el estriado de ratas  lesionadas con 6-OHDA y de producir mejoría a nivel de 
conducta motora asimétrica (Park y cols. 2006). Por último, existe otra alternativa basada 
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en la obtención de neuronas dopaminérgicas mediante la inmortalización por modificación 
genética  de CMN o progenitores neurales. El análisis del implante de estas células en ratas 
hemiparkinsonianas reveló que una vez implantadas o bien no sobrevivieron o dejaron de 
expresar el fenotipo dopaminérgico (Paul y cols. 2007). Por razones de seguridad el uso 
estas líneas celulares está restringido y solo pueden ser utilizadas para trabajar únicamente 
en investigación básica. Por último, aunque las CMN tienen capacidad proliferativa, no se 
ha observado formación de tumores tras el transplante en modelos animales. Aún así,  
antes de llevar acabo transplantes en pacientes, se deben de diseñar protocolos de cultivo 
celular que eliminen las CMN con capacidad proliferativa del resto de la población de 
células a implantar. 
 
Por otro lado, experimentos con implantes de neuronas dopaminérgicas obtenidas a 
partir de células madre embrionarias (CME) murinas procedentes de la masa celular 
interna del blastocisto (Figura 8), han revelado la capacidad de supervivencia de estas 
células en el estriado de ratas con lesionadas con 6-OHDA. En algunos trabajos se muestra 
que este tipo de implantes son capaces de inducir mejorías en la conducta rotacional 
(Nishimura y cols. 2003; Baier y cols. 2004; Rodriguez-Gomez y cols. 2007) e incluso en 
las funciones neurológicas espontáneas (Kim y cols. 2002). Además, también se han 
realizado estudios para evaluar el efecto de los implantes de neuronas dopaminérgicas, 
obtenidas a partir de CME de primates, en monos lesionados con MPTP. Siguiendo esta 
línea, el trabajo realizado por Takagi y colaboradores (Takagi y cols. 2005) reveló la 
existencia de mejoras posturales y de motilidad e incremento en la captación estriatal de 
18F-Dopa debido al implante de neuronas dopaminérgicas derivadas de CME en este 
modelo de EP.  Sin embargo, dada la alta capacidad proliferativa de las CME, existe el 
riesgo de formación de tumores y teratomas tras el implante de estas células en el cerebro 
(Brederlau y cols. 2006; Roy y cols. 2006) y por ello es necesario discernir los mecanismos 
que subyacen en la generación de estos eventos adversos antes de llevar a la clínica este 


































Figura 8.  Esquema representativo de varias estrategias utilizadas en las terapias experimentales 
con células madre en la Enfermedad de Parkinson. Modificado de (Wang y cols. 2007a). 
 
 
La terapia celular basada en el transplante de neuronas dopaminérgicas fetales 
procedentes del mesencéfalo ventral (MV) humano es uno de los tratamientos 
experimentales mas destacados en el contexto de los ensayos clínicos en la EP. Tras varios 
años de estudios en modelos animales,  uno de los primeros ensayos clínicos en el que se 
utilizó tejido del MV, obtenido a partir de embriones procedentes de abortos, fue llevado a 
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cabo por Lindvall y colaboradores al final de la década de los ochenta (Lindvall y cols. 
1989). Varios grupos de pacientes, que han participado en distintos ensayos clínicos 
abiertos de reducido tamaño, han experimentado mejorías significativas en la evaluación 
clínica general, aumento en la velocidad de ejecución de los movimientos y reducción de la 
rigidez. Además, el análisis de los resultados obtenidos mediante la tomografía de emisión 
de positrones (PET) reveló la capacidad de supervivencia a largo plazo y la funcionalidad 
de los implantes llevados a cabo en estos pacientes (Hauser y cols. 1999; Mendez y cols. 
2000; Hagell y Brundin. 2001). Mas adelante, se realizaron dos ensayos doble ciego 
comparados con cirugía placebo financiados por los Institutos Nacionales de Salud de 
EEUU cuyos resultados solo arrojaron mejoras en la sintomatología a largo plazo en 
determinados grupos de pacientes. Además, varios pacientes desarrollaron disquinesias en 
fase off asociadas al implante (Freed y cols. 2001; Olanow y cols. 2003). El uso clínico de 
este tipo de terapia celular se halla temporalmente interrumpido debido a los diferentes 
resultados de estos ensayos controlados y a la aparición disquinesias asociadas al implante.  
 
Para que la terapias celulares basadas en el transplante de neuronas dopaminérgicas 
obtenidas a partir de CMN puedan ofrecer mejores resultados clinicos que los transplantes 
de tejido mesencefálico, es necesario que los implantes de este tipo de células cumplan con 
los siguientes requisitos: 1) Producción estable de dopamina. 2) Si tras el implante en 
modelos experimentales, se observan mejorías en los síntomas parkinsonianos, éstas deben 
de estar bien documentadas. 3) Una cantidad suficiente de neuronas dopaminérgicas 
transplantadas en el estriado del paciente deben de ser capaces de sobrevivir. 4)  Las 
neuronas implantadas deben de integrarse física y funcionalmente en el cerebro, además de 
inducir la reconstrucción de los circuitos neurales (Hagell y Brundin. 2001; Date y 
Yasuhara. 2009). En resumen, es necesario continuar investigando en este tipo de 
estrategias para que la terapia celular basada en el implante de CMN pueda llegar a 










































































El Factor de Crecimiento de Hígado está caracterizado químicamente como un 
complejo albúmina-bilirrubina y se ha demostrado su capacidad  para estimular la 
proliferación celular y la regeneración tisular en diferentes patologías tanto hepáticas como 
extrahepáticas. Debido a los efectos pleiotrópicos ejercidos por este factor, planteamos 
como hipótesis de trabajo que la administración de LGF podría ejercer efectos beneficiosos 
en un modelo experimental en rata de Enfermedad de Parkinson y que el potencial 
terapéutico del LGF podría estar mediado por la generación de nuevas neuronas 
dopaminérgicas (neurogénesis), o deberse a un efecto neuroprotector y/o neuroregenerador 




1.- Valorar si la infusión intracerebral de LGF es capaz de promover la neurogénesis 
mediante la estimulación de las células madre neurales de la zona subventricular en el 
modelo experimental de EP por lesión con 6-OHDA. Se analizará la capacidad del factor 
para generar nuevas neuronas dopaminérgicas. 
 
2.- Determinar si la infusión intracerebral de LGF puede ejercer efectos 
neurorregenerativos y/o neuroprotectores en el estriado carente de dopamina y sobre las 
neuronas dopaminérgicas dañadas de la SN. 
 
3.- Una vez verificados los objetivos 1 y 2, se estudiará otra posible vía de administración 
del factor menos invasiva, la inyección intraperitoneal. Se valorarán los parámetros 
mencionados en los apartados anteriores, además de los posibles mediadores celulares y 
mecanismos moleculares que intervienen en las acciones del factor. 
 
4.- Determinar si en el Parkinson experimental la administración de LGF promueve una 
mejoría funcional evaluando: 1) la conducta rotacional inducida por apomorfina; y 2) la 
coordinación motora mediante el test de rota rod. 
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5.- Estudiar el potencial terapéutico de los implantes de células madre neurales (CMN) y la 
co-administración intracerebral de LGF evaluando: 1) los efectos del LGF sobre la 
supervivencia y la diferenciación de las células implantadas; 2) la capacidad 
neuroregeneradora y/o neuroprotectora sobre el sistema dopaminérgico dañado; y 3) la 
funcionalidad de los implantes de CMN en combinación con el factor mediante el test de 













































































V.-MATERIALES Y MÉTODOS  
 
























1.1 Reactivos de uso general 
 
 
Reactivo Casa Comercial 
Ácido clorhídrico Panreac 
Cloruro potásico Merck 
Cloruro sódico Sigma 
Hidróxido de sodio Merck 
PBS (pastillas) Gibco 
Trizma base Sigma 
 
 
 1.2 Reactivos para histología 
 
 
Reactivo Casa Comercial 
3,3-Diaminobencidina Dako 
Bisbencimida Sigma 
Citrato sódico Merck 




Suero normal de cabra PAA 
Tissue-Tek® O.C.T™ 
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1.3 Reactivos para bioquímica 
 
Reactivo Casa Comercial 
5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) BIO-RAD 
Acetato magnésico Merck 
Acrilamida / Bisacrilamida BIO-RAD 
Albúmina de suero bovino (BSA) Sigma 
Antipaína Sigma 
Azul de bromofenol Merck 
Azul de nitrotetrazolio / x-fosfato (NBT) BIO-RAD 
β-mercaptoetanol Panreac 
β -glicerofosfato Sigma 
Benzamidina Sigma 
Blotto GE Healthcare 
Cloruro de Magnesio Merck 
DL-Ditiotreitol (DTT) Sigma 







Molibdato sódico Sigma 
N-N-N´-N´-tetrametilen-diamina (TEMED) BIO-RAD 
Ortovanadato sódico Sigma 
Pepstatina A Sigma 
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1.4 Reactivos para cultivos celulares. 
 
Reactivo Casa Comercial 
DMEM (Eagle modificado por Dulbecco)  GIBCO 
F12  de Ham con L-glutamina. GIBCO 
L-Glutamina GIBCO 
Piruvato sódico GIBCO 
D-Glucosa (45%) Sigma 
Putrescina Sigma 
Progesterona Sigma 
Selenito sódico Sigma 
Insulina Sigma 
Transferrina Humana Boehringer Mannheim 
EGF recombinante humano Boehringer Mannheim 
 
 
2. PURIFICACIÓN DEL FACTOR DE CRECIMIENTO DE HÍGADO (LGF) 
 
En suero de ratas Wistar, después de cinco semanas de ligadura del conducto biliar, 
se midió la concentración del LGF por HPLC (Singh y Bowers. 1986), escogiéndose el 
suero de concentración más elevada para la purificación del LGF mediante tres pasos de 
cromatografía. Además se determinó la actividad in vivo del factor llevando a cabo la 
valoración de la estimulación de la síntesis de ADN en hígado de rata mediante 
incorporación de 3H-timidina (New England Nuclear). El procedimiento detallado ya fue 
publicado anteriormente (Díaz-Gil y cols. 1994). La pureza de la preparación del LGF se 
comprobó por electroforesis en geles de poliacrilamida (Laemmli. 1970). Las muestras del 
LGF se guardaron liofilizadas, conservándose cerradas al vacío a 4º C. En el momento de 
su utilización se disolvieron en salino estéril y se infundieron en el cerebro de las ratas 
hemiparkinsonianas por medio de minibombas osmóticas (ALZET) a una dosis de 160 ng 
/ rata / día ó se administraron por vía intraperitoneal en los animales hemiparkinsonianos a 
una dosis de 5μg / rata.  
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3. ANIMALES Y MODELO EXPERIMENTAL DE ENFERMEDAD DE 
PARKINSON 
 
 Todos los procedimientos descritos en esta Tesis Doctoral se han llevado a cabo de 
acuerdo con la legislación española y europea para el uso de animales de experimentación 
[(RD 53/2013) y (Directiva 2010/63/UE)]  y han sido aprobados por el Comité Ético de 
Experimentación Animal del Hospital Universitario Ramón y Cajal. Se utilizaron ratas 
albinas hembra Sprague Dawley que pesaban entre 220 y 250 g al inicio de los 
experimentos. Los animales fueron estabulados en un ambiente con la temperatura 
controlada, bajo ciclos de  luz / oscuridad de 12 horas y con acceso a comida y bebida “ad 
libitum”. 
 
La anestesia de los animales fue inducida con una mezcla de isoflurano (Baxter) al 
4% y oxígeno a un flujo de 1 l/min  durante 4 minutos  y se mantuvo con una mezcla de 
isoflurano al 2%  y oxígeno a un flujo de 1 l/min durante el resto de la cirugía. Una vez 
comprobada la falta de reflejo corneal se procedió a fijar la cabeza del animal en un 
aparato estereotáxico (David Kopf, mod. 1204, California, EEUU). Se practicó una 
incisión antero-posterior en la piel de la cabeza, dejando al descubierto la zona 
comprendida entre bregma y lambda. Se liberó el hueso craneal del periostio y para 
mantener descubierta la calota se utilizó un separador de piel que se introdujo entre los 
huesos temporales y los músculos temporales. La temperatura corporal fue monitorizada 
regularmente con ayuda de una sonda rectal y se mantuvo constante a 36,5 ºC mediante el 
uso de una manta eléctrica.   
 
La cabeza del animal fue dispuesta de forma que la superficie de la calota quedara en 
un plano horizontal. El bregma se escogió como origen de las coordenadas antero-
posteriores (AP) y medial-laterales (ML). Como origen de las coordenadas dorso-ventrales 
(DV) se utilizó la superficie de la corteza cerebral.  
 
Una serie de animales fueron lesionados en la vía nigroestriatal del hemisferio 
izquierdo (Ungerstedt. 1971) mediante la administración de dos inyecciones estereotáxicas 
de 4 µl de  6-hidroxidopamina (6-OHDA) (Sigma) (3,5 mg/ml en L-ascorbato-salino 0,2 
mg/ml). La primera inyección fue realizada en la substancia negra pars compacta y la 
segunda en el fascículo prosencefálico medial. 
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En la otra serie de animales se llevó a cabo la lesión parcial del  sistema nigroestriatal 
(Kirik y cols. 1998) mediante la administración de cuatro inyecciones estereotáxicas en el 
estriado  de 2 µl de 6-OHDA (3,5 mg/ml en L-ascorbato-salino 0,2 mg/ml).  
 
En ambos modelos de lesión, el flujo de inyección fue de 1 µl/min y la aguja 
Hamilton de 10 µl  permaneció durante cinco minutos en el lugar de la inyección antes de 
ser retirada lentamente. La solución de 6-OHDA recién preparada se mantuvo, antes de su 
uso, en hielo y protegida de la exposición a la luz para así evitar la variabilidad debida a la 
degradación de la neurotoxina. 
 
 Las coordenadas escogidas para las lesiones, siguiendo el atlas estereotáxico de 
Paxinos (Paxinos y Watson. 1997),  fueron (en mm) las siguientes:  
 
 Lesión de la vía nigroestriatal:  (barra dental -3,0) 
o  Sustancia Negra pars compacta: AP: -5,3; ML: +2,1 y V:-7,8.   
o Fascículo prosencefálico medial: AP: -4,3; ML: +1,4 y V: -8,7.  
 
 Lesiones estriatales parciales: (barra dental 0,0). 
o Zona 1: AP: +1,3; ML: -2,6 y DV: -5,0.  
o Zona 2: AP: +0,4; ML: -3.0 y DV: -5,0.  
o Zona 3: AP: -0,4; ML: -4,2 y DV: -5,0.  
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4. CULTIVOS CELULARES 
 
 
4.1 Obtención de células madre neurales a partir del estriado embrionario de rata 
  
 Los primordios estriatales de embriones E-15 de rata  Sprague-Dawley fueron 
diseccionados y a continuación disociados mecánicamente. Las células madre neurales 
(CMN) fueron cultivadas en suspensión en medio definido (DF12) que estaba compuesto 
por DMEM y F-12 (1:1), L-glutamina 2 mM, piruvato sódico 1 mM, glucosa al 0,6%, 
insulina 25 μg/ml, progesterona 20 nM, putrescina 60 μM, selenita sódica 30 nM, 
transferrina humana 100 μg/ml y EGF recombinante humano 20 ng/ml. Después de 48 -72 
horas en cultivo, las células empezaron a crecer como neuroesferas libres en flotación. Los 
pases se realizaron cada 2 ó 3 días mediante disgregación mecánica. Las neuroesferas 
fueron disociadas después de un mínimo de 4 y un máximo de 5 pases. Veinticuatro horas 
después, se añadió a los cultivos 5-Bromodeoxiuridina 50 μM (BrdU, marcador de síntesis 
de ADN) y se mantuvieron durante 48 horas adicionales. Este marcador se usó para valorar 
la proliferación celular e identificar a las células y a su progenie una vez implantadas en el 
estriado de las ratas seleccionadas para el estudio. Antes de llevar a cabo los implantes, las 
células vivas fueron cuantificadas mediante el método de exclusión con azul tripán 
(salino/EDTA 2mM, 1:8). 
 
5 ESTUDIOS DE COMPORTAMIENTO 
 
5.1 Test de Conducta Rotacional 
 
Para determinar si la lesión con 6-OHDA había tenido éxito, quince días después de 
la cirugía, se inició el estudio de la conducta rotacional inducida por apomorfina (la 
inyección subcutánea de este agonista dopaminérgico induce un comportamiento 
rotacional contralateral a la lesión). Los animales fueron colocados en un rotómetro de 
plástico y se conectaron a un contador mecánico. El inicio del recuento de las rotaciones 
tuvo lugar 5 minutos después de la inyección subcutánea de apomorfina (Sigma) (0,5 
mg/Kg diluida en salino). Acto seguido, la asimetría rotacional fue monitorizada durante 
15 minutos. Los animales que dieron al menos 100 giros durante 15 minutos (6,66 
giros/min) fueron seleccionados para los experimentos posteriores de administración de 
factores. El éxito de la lesión fue entorno a un 60% en el modelo de lesión completa de la 
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vía nigroestriatal y entorno a un 80% en el modelo de lesión estriatal parcial. La conducta 
rotacional de los animales fue evaluada una vez a la semana hasta el final del período de 
estudio. 
 
5.2 Evaluación de la coordinación motora (test Rota Rod) 
 
La coordinación motora se evaluó utilizando un Rota Rod (PanLab S.L.,  Mod. LE 
8500, Cornellá, España), el cual consiste en una barra con rotación motorizada sobre la que 
se sitúa al animal perpendicularmente al eje mayor con la cabeza orientada en sentido 
contrario al de rotación. Antes de iniciar la lesión parcial del estriado con 6-OHDA  los 
animales recibieron 3 sesiones de entrenamiento para familiarizarse con el “test” de 
coordinación motora. En cada sesión, se realizaron 4 valoraciones del tiempo de 
permanencia de cada animal en la barra a velocidad constante (28 r.p.m. en 1 minuto), y 
otras cuatro con aceleración progresiva (incremento de 4 a 40 r.p.m. en 1 minuto) durante 
un tiempo máximo de un minuto. Para reducir el stress y la fatiga,  los animales 
descansaron durante un tiempo de 10 minutos entre cada valoración. Los animales que 
durante el período de entrenamiento permanecieron en el rota rod más de 1 minuto tanto en 
velocidad constante como en aceleración fueron seleccionados para ser lesionados 
parcialmente con 6-OHDA intraestriatal y formar parte de los posteriores experimentos de 
administración intraperitoneal de LGF. Durante dichos experimentos, se llevó a cabo un 
“test” semanal hasta el sacrificio del los animales, siguiendo los mismos parámetros tanto 
de aceleración como de velocidad constante usados durante el período de entrenamiento. 
 
6. ADMINISTRACIÓN DE LGF E IMPLANTES CELULARES 
 
 
6.1 Preparación de minibombas osmóticas para infusión intracerebral 
 
Los animales que recibieron tanto la infusión intraestriatal como la infusión 
intraventricular de LGF o vehículo,  fueron estereotáxicamente implantados con una cánula 
de infusión de calibre 28 (Kit de infusión cerebral, ALZET, California, EEUU) conectada 
a una minibomba osmótica (ALZET, mod. 2002, California, EEUU) mediante un catéter 
de 5 cm de longitud. El montaje y manipulación de las minibombas osmóticas  se realizó 
en condiciones de esterilidad. 
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Las minibombas osmóticas fueron colocadas subcutáneamente en una región 
posterior a la escápula y estaban diseñadas para infundir a un flujo de 0,5 μl/h. La solución 
infundida al grupo vehículo estaba constituida por albúmina de rata (Sigma) 100 μg/μl en 
salino estéril. Los grupos experimentales con LGF fueron infundidos con una dosis de 160 
ng/día/rata de LGF añadida a la solución vehículo. Las minibombas fueron rellenadas con 
200 μl de la solución que correspondiese y se dejaron incubando en salino estéril a 37º C 
durante la noche anterior al inicio de la infusión. 
 
6.2 Infusión intraestriatal de LGF  
 
La cánula unida a la minibomba fue estereotáxicamente implantada en el estriado del 
hemisferio izquierdo (AP: +0,5; ML: +3,5; DV: -4,5) usando  bregma como referencia. Las 
coordenadas DV fueron calculadas tomando como referencia la superficie de la corteza 
cerebral. La barra de los dientes fue ajustada a -3,0 mm. La preparación de las minibombas 
osmóticas y de los factores infundidos  fue igual a lo descrito en el apartado 6.1.  
 
Seis semanas después de la lesión unilateral de la vía nigroestriatal con 6-OHDA, los 
animales fueron divididos en grupos según  la solución infundida y el tiempo de infusión 
(Figura 9), como sigue a continuación: Infusión intraestriatal de LGF durante 15 días (IS-
LGF 15d),  infusión  intraestriatal de vehículo durante 15 días (IS-vehículo 15d), infusión 
intraestriatal de LGF durante 48 horas (IS-LGF 48H)  e infusión  intraestriatal de vehículo 
durante 48 horas (IS-vehículo 48H). Los animales del grupo control de la lesión  no fueron 
sometidos al implante de la minibomba osmótica y fueron sacrificados 6 semanas después 
de la lesión con 6-OHDA.  
 
Los animales pertenecientes a los grupos IS-LGF 15d e IS-vehículo 15d fueron 
sacrificados 2 semanas después del  fin del período de infusión. Los animales con infusión 
intraestriatal durante 48 horas (IS-LGF 48H) e (IS-vehículo 48H) fueron sacrificados al 
finalizar el período de  infusión.  
Además, hubo un grupo de animales que también cursaban seis semanas de lesión 
cuando recibieron una inyección intraestriatal de 160 ng de LGF ó de vehículo (salino) con 
ayuda de una aguja Hamilton de 10 μl. El volumen inyectado fue de 2 μl a un flujo de 1 
µl/min y la aguja  permaneció durante cinco minutos en el lugar de la inyección antes de 
ser retirada lentamente. Estos animales fueron sacrificados transcurridas 24 horas y los 
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grupos fueron denominados de este modo: IS-LGF 24H  (Inyección IS de 160 ng de LGF y 
sacrificio a las 24 horas) e IS-Vehículo 24H (Inyección IS de vehículo y sacrificio a las 24 
horas).  Las coordenadas estereotáxicas elegidas fueron las mismas que en el resto de 









Figura 9. Esquema representativo de la infusión intraestriatal de LGF. 
 
6.3 Infusión intraventricular de LGF  
 
Los animales, con lesión unilateral de seis semanas por inyección de 6-OHDA en la 
vía nigroestriatal, fueron sometidos a la colocación en el ventrículo lateral de la cánula 
conectada a la minibomba osmótica. La preparación de dichas minibombas  osmóticas y de 
los factores infundidos fue igual a lo descrito en el apartado 6.1. Las cánulas fueron 
estereotáxicamente implantadas  en el ventrículo lateral izquierdo (AP: -0,8; ML: +1,4; 
DV: -4,5) usando  bregma como referencia. Las coordenadas DV fueron calculadas 
tomando como referencia la superficie de la corteza cerebral.  La barra de los dientes fue 
ajustada a -3,0 mm. La minibomba fue colocada subcutáneamente en una región posterior 
a la escápula. 
 
Los animales fueron divididos en grupos, según  la solución infundida y el tiempo de 
infusión (Figura 10), como sigue a continuación: Infusión intracerebroventricular  durante 
15 días de LGF (ICV-LGF 15d), infusión intracerebroventricular de vehículo durante 15 
días (ICV-Vehículo 15d), infusión intracerebroventricular de LGF durante 7 días (ICV-
LGF 7d), infusión intracerebroventricular de vehículo durante 7 días (ICV-Vehículo 7d), 
infusión intracerebroventricular  durante 15 días de LGF  y sacrificio a los 30 días del 
inicio de la infusión (ICV-LGF 30d) e infusión intracerebroventricular  durante 15 días de 
vehículo y sacrificio a los 30 días del inicio de la infusión (ICV-Vehículo 30d). Las ratas 
Materiales y Métodos 
70 
pertenecientes al grupo control de la lesión  no fueron sometidos al implante de la 
minibomba osmótica y fueron sacrificados 6 semanas después de la lesión con 6-OHDA. 
Un grupo de ratas sin lesión recibieron una infusión intracerebroventricular durante 7 días 
de vehículo (Sanas-ICV-Vehículo 7d) ó de LGF (Sanas-ICV-LGF 7d). Los animales 
pertenecientes a los grupos cuya duración de la infusión intracerebroventricular fue de 7 ó 
15 días fueron sacrificados al finalizar el período de infusión respectivo, excepto los 
grupos ICV-LGF 30d e ICV-Vehículo 30d, cuyo período de infusión fue de 15 días pero 









Figura 10. Esquema representativo de la infusión intraventricular de LGF. 
 
6.4 Implantes de células madre neurales e infusión de LGF en el estriado de ratas sanas 
y lesionadas con 6-OHDA.  
 
Ratas sanas y lesionadas con 6-OHDA en la vía nigroestriatal fueron implantadas 
con células derivadas de neuroesferas marcadas con BrdU. El implante se realizó ocho 
semanas después de la lesión y tuvo lugar en el estriado del hemisferio izquierdo (Figura 
11). Cada animal recibió una inyección estereotáxica de 5 μl de una suspensión celular que 
contenía 105 células/μl. Las coordenadas usadas para el implante fueron (en mm) respecto a 
bregma y la corteza cerebral: AP +0,5; ML +2,6; DV -5,5; barra de los dientes: -3,0. El 
flujo de inyección de las células derivadas de neuroesferas fue de 1 μl/min. La aguja 
Hamilton permaneció durante cinco minutos en el lugar de la inyección antes de ser 
retirada lentamente. A continuación, la cánula unida a la minibomba fue 
estereotáxicamente implantada en el estriado del hemisferio izquierdo (AP: +0,5; ML: 
+2,6; DV: -4,5; barra de los dientes: -3,0) usando  bregma y la superficie de la corteza 
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cerebral como referencia. La preparación de las minibombas osmóticas y de los factores 
infundidos  fue igual a lo descrito en el apartado 6.1. El tiempo de infusión fue de 15 días. 
 
 Los animales con implantes fueron divididos en diferentes grupos, de acuerdo con 
la solución infundida y la presencia o no de lesión con 6-OHDA (Figura 11), como sigue a 
continuación: Infusión intraestriatal de LGF en ratas lesionadas con 6-OHDA (IS-LGF-6-
OHDA-CÉLULAS), infusión intraestriatal de vehículo en ratas lesionadas con 6-OHDA 
(IS-Vehículo-6-OHDA-CÉLULAS), infusión intraestriatal de LGF en ratas sanas  (IS-
LGF-SANAS-CÉLULAS) e infusión intraestriatal de vehículo en ratas sanas (IS-Vehículo-
SANAS-CÉLULAS). El sacrificio de todos los grupos de animales tuvo lugar 6 semanas 








Figura 11. Esquema representativo del proceso de implante de células madre neurales y de la 
aplicación de bombas de infusión intraestriatal. 
 
6.5 Administración intraperitoneal de LGF 
 
 Los animales utilizados en los experimentos de administración intraperitoneal  
tenían parcialmente lesionado el sistema nigroestriatal con 6-OHDA intraestriatal y 
cursaban una lesión de 6 ó 13 semanas de evolución al inicio del tratamiento (Figura 12). 
  
Un grupo de animales, que cursaban una lesión de 6 semanas, recibió  dos 
inyecciones intraperitoneales semanales de salino (IP-Vehículo) ó de LGF (5 μg/rata) (IP-
LGF)  durante 3 semanas. Este grupo de animales fue sacrificado 4 semanas después del 
fin del período de administración intraperitoneal de salino o de LGF. 
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Un segundo grupo de animales, que cursaban una lesión de 13 semanas, recibió una 
única inyección intraperitoneal de salino (IP-Vehículo 24, 48 ó 72H)  o de LGF (5 μg/rata) 










Figura 12. Esquema representativo de la administración intraperitoneal de LGF. 
 
Los datos obtenidos mediante Western blot e inmunohistoquímica, de los animales 
pertenecientes a los grupos IP-Vehículo 24, 48 ó 72H y de los pertenecientes al grupo que 
recibió 3 inyecciones de vehículo durante tres semanas (IP-Vehículo) fueron agrupados a 
la hora de ser analizados, debido a que no se observó ninguna diferencia significativa entre 
los cuatro grupos, en ninguno de los parámetros analizados, que dependiese de la tasa y el 
momento de la administración de la solución vehículo. Además, todos los animales de  
estos grupos cursaban el mismo tiempo de lesión cuando fueron sacrificados (13 semanas). 
 
7. ESTUDIO DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR 
 
Para  determinar si la administración de LGF era capaz de incrementar la 
proliferación  celular y/o la neurogénesis tanto en el estriado como en la SN, los animales 
de los diferentes grupos experimentales recibieron inyecciones intraperitoneales de 
Bromodeoxiuridina (BrdU) (Sigma) (50 mg/Kg) durante el período de tratamiento con 
vehículo o LGF. La BrdU es un análogo de timidina que se intercala en el ADN en síntesis, 
por lo que es un marcador de proliferación que suele utilizarse en dobles 
inmunofluorescencias. 
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Siete días después del inicio de la infusión, los animales pertenecientes a los grupos 
IS-Vehículo 15d e IS-LGF 15d, fueron inyectados diariamente con BrdU durante dos 
semanas. 
 
Veinticuatro horas  después del inicio de la infusión, los animales de los grupos ICV-
Vehículo 15d, ICV-LGF 15d, ICV-Vehículo 30d e ICV-LGF 30d fueron inyectados 
diariamente con BrdU durante las dos semanas que duró la infusión. 
 
Los animales pertenecientes a los grupos IP-Vehículo e IP-LGF fueron inyectados 
diariamente con BrdU durante las 3 semanas que duró el tratamiento con vehículo ó LGF.  
 
No hubo administración de BrdU intraperitoneal en los animales de los grupos con 
implante celular ni en los pertenecientes a los grupos  IP-Vehículo 24, 48 ó 72H e IP-LGF 




8.1 Procesado del tejido 
  
Los animales, bajo anestesia consistente en Ketamina (Pfizer) (62,5 mg/Kg), 
atropina (Braun) (0,25 mg/Kg) y diazepam (Roche) (5 mg/Kg),  fueron perfundidos vía 
aorta ascendente con 50 ml de salino isotónico heparinizado seguidos por 250 ml de 
paraformaldehído  al 4% en tampón fosfato salino 0,1 M (PBS) pH 7,4. A continuación los 
cerebros fueron extraídos y se postfijaron a 4ºC en la misma solución. Después de 24 horas 
de post-fijación, los cerebros se lavaron secuencialmente con sacarosa al 10%, 20% y 30% 
en PBS 0,1 M (pH 7,4) para posteriormente ser embebidos en Tissue-Tek® y rápidamente 
congelados con hielo seco y proceder así a realizar  secciones coronales de 20 μm de 
grosor en un criostato (Microm, Mod. HM 550, Walldorf, Alemania). 
 
8.2 Inmunofluorescencia e Inmunohistoquímica 
 
Las secciones fueron montadas en portaobjetos recubiertos de silano (Thermo 
Scientific), tratadas con citrato sódico  10 mM (pH 6,0) a 95º C durante 5 minutos y 
preincubadas con solución de bloqueo compuesta por suero normal de cabra al 5%  en 
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tampón Tris-salino 0,15 M NaCl y  0,1 M Tris HCl, pH 7.4 / Triton-X 100 al 0.1%  durante 
30 minutos. Los anticuerpos primarios fueron aplicados durante 24 horas a temperatura 
ambiente y la mayoría de ellos fueron visualizados por inmunofluorescencia, usando los 
anticuerpos secundarios apropiados conjugados con fluorocromos dirigidos contra las 
especies en las cuales el anticuerpo primario fue obtenido.  
 




Bax policlonal de conejo 1/250 Santa Cruz Biotech. 
β-Tubulina III monoclonal de ratón 1/500 BabCO 
Bcl-2 monoclonal de ratón 1/25 Santa Cruz Biotech 
Brdu monoclonal de ratón 1/20 Dako Cytomation 
Brdu monoclonal de rata 1/25 AbD Serotec 
DAT policlonal de conejo 1/50 Chemicon 
Doblecortina (DCX) policlonal de cobaya 1/3000 Chemicon 
ERK1/2 di(Thr183yTyr185P) monoclonal de ratón 1/500 Sigma  
GFAP policlonal de conejo 1/200 Dako Cytomation  
Laminina policlonal de conejo 1/25 Sigma 
Nestina monoclonal de ratón 1/20 D. S. Hybridoma Bank 
NeuN monoclonal de ratón 1/1000 Chemicon 
OX6 monoclonal de ratón 1/250 AbD Serotec 
fosfo-CREB (Ser133) policlonal de conejo 1/500 Upstate 
PCNA policlonal de conejo 1/75 Santa Cruz Biotech. 
RECA monoclonal de ratón 1/20 AbD Serotec 
RIP (anti-oligodendrocitos) monoclonal de ratón 1/1000 Chemicon 
S-100 policlonal de conejo 1/10 Dako Cytomation 
TH monoclonal de ratón 1/500 Chemicon 
TNF-α policlonal de cabra 1/250 Santa Cruz Biotech 
            
Tabla 3. Anticuerpos primarios empleados en Histología. 
 
 
Los anticuerpos secundarios empleados fueron los siguientes: anti-IgG de ratón 
biotinilado (Zymed) (sin diluir), anti-IgG de ratón conjugado con Alexa Fluor-568 
(Molecular Probes) (1/500), anti-IgG de conejo conjugado con Alexa Fluor-488 
(Molecular Probes) (1/500), anti-IgG de rata conjugado con Alexa Fluor-488 (Molecular 
Probes) (1/500), anti-IgG de ratón conjugado con Fluoresceína (Jackson ImmunoResearch) 
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(1/20) y anti-IgG de cobaya conjugado con Cy2  ó Cy3 (Jackson ImmunoResearch) 
(1/500). 
 
En algunos casos, los anticuerpos anti-nestina y anti-P-ERK1/2, fueron visualizados 
mediante un procedimiento con inmunoperoxidasa, usando un anticuerpo secundario 
biotinilado (Zymed) y seguido por una incubación con el complejo streptavidina–biotina–
peroxidasa. La reacción fue detectada con 3,3-Diaminobencidina. Durante la visualización 
de dobles inmunomarcajes para BrdU, los marcadores celulares fueron detectados antes de 
la inmunotinción para BrdU. Para llevar a cabo la inmunodetección de BrdU,  las secciones 
fueron incubadas con HCl 2N a 37º C durante 30 minutos y lavadas en tampón Tris-salino 
antes de añadir la solución de bloqueo previa al anticuerpo anti-BrdU. 
 
Una serie de secciones fue procesada secuencialmente para la detección del 
antígeno nuclear de proliferación celular (PCNA) ó de BrdU, seguida de la detección de 
microglía / macrófagos mediante isolectina B4 (IB4). Después de la visualización de 
PCNA, las secciones fueron bloqueadas de nuevo con solución de bloqueo e incubadas con 
isolectina IB4 conjugada con peroxidada (Sigma) (1/20) durante 2 horas. Finalmente, el 
producto de la reacción fue detectado con 3,3-Diaminobencidina. 
 
El anticuerpo Bcl-2 fue visualizado usando un anticuerpo anti-ratón biotinilado. A 
continuación, las secciones fueron incubadas con un complejo estreptoavidina-biotina-
peroxidasa (DakoCytomation, Dinamarca) y finalmente fueron reveladas con un sistema 
cromógeno-substrato y diaminobencidina (ambos de DakoCytomation).  
 
Todas las secciones fueron montadas con non-fade Hoeschst que contenía p-
fenilenodiamina y bisbencimida  para la detección de los núcleos celulares. 
       
8.3 Análisis Morfométrico  
 
 8.3.1 Análisis morfométrico en la infusión IS. 
 
 Para la estimación cuantitativa de las fibras inmunorreactivas para TH y de las 
células positivas para PCNA o IB4 en el estriado, se utilizó un microscopio Olympus Bx51 
(Olympus, Ballerup, Dinamarca) junto con el sistema de análisis estereológico asistido por 
Materiales y Métodos 
76 
ordenador (CASTGRID; Olympus, Ballerup, Dinamarca). Las medidas, en cada animal, 
fueron realizadas en varias secciones coronales procedentes de los niveles rostrocaudales 
del estriado: AP +1,2 y AP +0,5 con respecto a bregma (el segundo nivel fue centrado en el 
sitio de infusión). Para la estimación cuantitativa de las fibras inmunorreactivas para 
tirosina hidroxilasa (TH), el área del estriado fue perfilada y medida en cada sección 
coronal usando el objetivo 10X.  El área ocupada por las fibras TH+ fue expresada como 
un porcentaje del  área total del estriado de la sección coronal. Las células PCNA+ e 
Isolectina IB4+ fueron expresadas como células positivas / mm2. El número de células 
TH+ en la SNpc fue valorado usando el objetivo 20X en dos secciones coronales de cada 
animal cuyas coordenadas estereotáxicas con respecto a bregma fueron: AP: -5,3 y AP: -
5,4. 
 
8.3.2 Análisis morfométrico en la infusión ICV. 
 
 El análisis morfométrico de los efectos de la infusión ICV fue realizado usando el 
mismo sistema descrito en el apartado 8.3.1. La estimación cuantitativa de las células 
inmunorreactivas para BrdU, antígenos neurales e isolectina IB4 se llevó a cabo mediante 
un muestreo aleatorio sistemático de 25 campos con los objetivos 20X y 40X. Las 
medidas, en cada animal, fueron realizadas (a) en la zona subventricular y en el estriado de 
dos o tres secciones representativas, separadas 1 mm entre si, en la zona de infusión y (b) 
alrededor del tercer ventrículo en dos secciones, separadas 1 mm entre si, en la región 
preóptica hipotalámica. 
 
 La estimación cuantitativa de las fibras inmunorreactivas para (TH) en el estriado y 
de las neuronas positivas para TH en la SNpc fue llevada a cabo según la metodología 
descrita en el apartado 8.3.1.  
 
8.3.4 Análisis morfométrico en la administración IP. 
  
 Se utilizó el mismo sistema de análisis definido en el apartado 8.3.1. La estimación 
cuantitativa de las células inmunorreactivas para BrdU en el estriado fue realizada 
siguiendo la misma metodología especificada en el apartado 8.3.2. 
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 Las valoraciones en cada animal, de las fibras inmunorreactivas para TH, fueron 
realizadas en siete secciones coronales procedentes de los siguientes niveles 
anteroposteriores del estriado: AP: +1,6;  AP: +1,0; AP: +0,2; AP: -0,3; AP: -0.9; AP: -1,4; 
y AP: -1,8 con respecto a bregma. El área del estriado fue perfilada y medida en cada 
sección coronal usando el objetivo 10X.  El área ocupada por las fibras TH+ fue expresada 
como el porcentaje del  área total del estriado de la sección coronal. La estimación 
cuantitativa de las neuronas TH+ en la SNpc fue también realizada según lo descrito en el 
apartado 8.3.1.  
 
La cuantificación  del número de células Bcl-2+ en la SNpc se realizó con el 
objetivo 10X en cortes coronales previamente teñidos frente a TH. Las imágenes fueron 
obtenidas con un microscopio Nikon Eclipse Ti  usando la función de escaneo de imágenes 
de gran tamaño proporcionada por el programa NIS elements. De este modo, se obtuvieron 
imágenes compuestas por varios campos unidos entre sí que comprendieron toda la SN. El 
área ocupada por la SNpc fue delimitada utilizando como referencia la inmunotinción 
frente a TH. Los contajes de células Bcl-2+ en la SNpc fue expresado como células Bcl-2 
positivas/ mm2. Las imágenes de doble marcaje TH / DAT y TNF-α / OX6 fueron 
obtenidas con un microscopio Nikon Eclipse Ti acoplado a un módulo confocal Nikon C1. 
 
8.3.5 Análisis morfométrico de los implantes de células madre neurales e 
infusión intraestriatal de LGF. 
 
El análisis morfométrico de las muestras se llevó a cabo utilizando el mismo 
sistema descrito en el apartado 8.3.1. Para la estimación cuantitativa de las células 
positivas para BrdU, antígenos neurales e isolectina IB4, se realizó un muestreo aleatorio 
sistemático de 50 campos. Las medidas en cada animal se llevaron a cabo en las secciones 
coronales que contenían células implantadas  BrdU+ en dos niveles  diferentes del estriado, 
en la zona de implante (niveles 2 y 3) y en zonas posteriores del estriado (niveles 6 y 7). 
Para la estimación cuantitativa de la inervación catecolaminérgica o TH+ a lo largo del 
estriado, se analizaron cortes coronales obtenidos de distintos niveles antero-posteriores 
desde +1.00 mm desde Bregma (zona 2), +0.2 mm (zona 3), -0.3 mm (zona4), -0.92 mm 
(zona 5), -1.4 mm (zona 6) hasta -1.8 mm (zona 7), utilizando el objetivo 10X. El área 
ocupada por las fibras TH+ fue expresada como un porcentaje del área total del estriado de 
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la sección coronal. El número de células TH+ en la SNpc fue valorado siguiendo la 
metodología descrita  en el apartado 8.3.1. 
 
9. DETERMINACIONES BIOQUÍMICAS 
 
9.1 Preparación de extractos tisulares para Western Blot 
 
 9.1.1 Disección del tejido 
 
Las ratas se anestesiaron con una mezcla de oxígeno e isoflurano al 4% y a 
continuación se sacrificaron por decapitación con guillotina. Rápidamente se extrajo el 
cerebro para su procesamiento y se diseccionaron las distintas regiones cerebrales 
siguiendo la metodología descrita por Carlsson y Lindqvist (Carlsson y Lindqvist. 1973). 
Una vez disecado el tejido (estriado y zona enriquecida en mesencéfalo), éste se procesó 
inmediatamente o se almacenó a -80º C para su posterior utilización. La  manipulación del 
tejido y el procesado posterior se realizó siempre a 4ºC. 
 
9.1.2 Procesado del tejido  
 
El estriado y el mesencéfalo se homogeneizaron manualmente con un 
homogeneizador vidrio-vidrio tipo Dounce en proporción 1:8 (p:v) empleando un tampón 
de homogeneización isotónico (pH 7,6) compuesto por Tris-HCL 20 mM, KCl 140 mM, 
Mg(CH3COO)2  5mM, DTT 1 mM, EDTA 1 mM, EGTA 2 mM, Tritón X-100 al 0,5%, 
pepstatina A 10 µg/ml, leupeptina 10 µg /ml, antipaína 10 µg/ml, benzamidina 2 mM, β -
glicerofosfato 20 mM, molibdato sódico 20 mM y ortovanadato sódico  200 µM. 
 
El tejido homogeneizado en tampón isotónico se centrifugó a 11.000g a 4ºC 
durante 20 minutos (Centrífuga eppendorf, Mod. 5415R, Alemania) y se separó el 
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9.2 Determinación de la concentración de proteínas 
 
La determinación de la concentración de proteínas se realizó utilizando el método 
de BCA (BCA protein assay kit, Pierce). El ensayo de BCA combina el principio de la 
reducción por parte de las proteínas del ión Cu+2 a ión Cu+1 en presencia de medio alcalino 
(reacción de Biuret) con la alta sensibilidad de detección colorimétrica de los cationes Cu+1 
por el ácido bicinconínico (BCA). El producto de la reacción de este ensayo se forma por la 
interacción de dos moléculas de BCA con una molécula de ión cuproso Cu+1. Este 
compuesto presenta absorbancia a una longitud de onda de 562 nm. Se realizó una curva 
patrón con albúmina de suero bovino (BSA) 2 mg/ml con concentraciones crecientes desde 
62,5 µg/ml hasta 2 mg/ml. La reacción se llevó a cabo a 37º C durante 30 minutos en un 
horno de hibridación (Stuart Scientific, Mod. SI20 H, Reino Unido). Las medidas espectro-
fotométricas se realizaron en un lector de placas automático (Tecan, Mod. F200, Grödig, 
Austria). 
 
9.3 Técnicas de separación y análisis de proteínas (Western blot) 
 
 9.3.1 Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
  
La electroforesis en geles de poliacrilamida se llevó a cabo utilizando un sistema de 
electroforesis analítica vertical de proteínas (BIO-RAD,  Mod. Tetra Cell, California, 
EEUU). Para llevar a cabo la electroforesis disociante se emplearon geles de poliacrilamida  
de 1 mm de grosor en presencia de dodecil-sulfato-sódico (SDS) al 0,1%. Como agentes 
polimerizantes se utilizaron N-N-N´-N´-tetrametilen-diamina al 0,86% y persulfato 
amónico 2,14 μg/μl. Las muestras se prepararon en el tampón de c arga (Tris–HCl 60 mM, 
SDS 3%, β-mercaptoetanol 2%, glicerol 5% y azul de bromofenol 0,0083%) (pH 6,8). Se 
cargaron 30 μg de proteína de cada muestra y se resolvieron a 200 V durante 1 hora 
utilizando una fuente de alimentación (BIO-RAD, Mod. Power Pack Basic, California, 
EEUU).  El tampón empleado para desarrollar la electroforesis fue Tris-Glicina (Tris 250 
mM, Glicina 192 mM y SDS 0,1%) (pH 8,3).  
 
9.3.2 Transferencia a membrana 
Las proteínas separadas por electroforesis (SDS-PAGE), se transfirieron a 
membranas de Nitrocelulosa  de 0,45 µm (Hybond-ECL, GE Healthcare). 
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El sistema de transferencia utilizado fue un sistema de transferencia continuo y en 
húmedo (BIO-RAD, Mod. Mini Trans-blot module, California, EEUU)  en el que se utilizó 
el tampón: Tris-Glicina/Metanol (Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol 20%) (pH 8,3). 
El sistema se preparó de la siguiente manera: con todos los elementos sumergidos en 
tampón de transferencia, sobre el ánodo se colocó una esponja, a continuación cuatro 
papeles de transferencia seguidos del gel, la membrana de Nitrocelulosa (previamente 
embebida en tampón de transferencia), otros cuatro papeles de transferencia y otra esponja. 
La cubeta se llenó de tampón y la transferencia del sistema se realizó durante 1 hora a 
voltaje constante de 100V y a 4º C usando una fuente de alimentación (BIO-RAD, Mod. 




Una vez que las proteínas se han resuelto y transferido correctamente, se detectan 









β-Actina 42 monoclonal de ratón 1/5000 Sigma Aldrich 
Bax 23 policlonal de conejo 1/300 Santa Cruz Biotech. 
Bcl-2 29 monoclonal de ratón 1/400 Santa Cruz Biotech. 
DAT 80 policlonal de conejo 1/500 Chemicon 
ERK1/2 42/44 policlonal de conejo 1/10000 Sigma  
ERK1/2 di(Thr183yTyr185P) 42/44 monoclonal de ratón 1/5000 Sigma  
GFAP 50 policlonal de conejo 1/5000 Dako  
Glut-5 60 policlonal de conejo 1/500 Abcam 
OX6 29 monoclonal de ratón 1/1000 AbD Serotec 
fosfo-CREB (Ser133) 43 policlonal de conejo 1/1000 Upstate 
PCNA 36 policlonal de conejo 1/1000 Santa Cruz Biotech. 
TH 52 monoclonal de ratón 1/5000 Chemicon 
TNF-α 17 policlonal de cabra 1/400 Santa Cruz Biotech 
TNF-α 17 policlonal de conejo 1/2500 AbD Serotec 
VMAT-2 55 policlonal de conejo 1/1000 Alpha Diagnostics 
 
Tabla 4. Anticuerpos primarios empleados en Western blot. (PM: Peso molecular). 
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Se llevaron a cabo dos protocolos generales de inmunodetección, dependiendo del 
método de revelado empleado: 
 
9.3.4 Revelado por quimioluminiscencia 
 
La membrana de nitrocelulosa, antes ser incubada con el anticuerpo primario, se 
bloqueó durante 1 hora con blotto al 5% en PBS 0,1 M (pH 7,4). Los anticuerpos fueron 
diluidos en PBS-blotto al 1% y se incubaron con la membrana toda la noche a 4ºC. Los 
anticuerpos secundarios anti-IgG de ratón (1/2000) (GE Healthcare), de conejo (1/2000) 
(GE Healthcare) o de cabra (1/2000) (Santa Cruz Biotech.), conjugados con peroxidasa de 
rábano, se diluyeron en PBS-blotto al 1% y se incubaron con la membrana durante 1 hora a 
temperatura ambiente. Entre las incubaciones con los anticuerpos y antes del revelado, la 
membrana se lavó 3 veces  durante 10 minutos con Tween 0,05% en PBS 0,1 M (pH 7,4). 
 
Para desarrollar el revelado, se utilizó el procedimiento y los reactivos 
recomendados por el fabricante de ECLTM (GE Healthcare),  Bio-Rad Immun-Star HRP 
Substrate ó Pierce SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate. Se empleó un 
sistema de quimioluminiscencia en el que la emisión de la luz es captada en una placa 
fotográfica (Amersham Hyperfilm TM ECL). Después de llevar a cabo diferentes tiempos 
de exposición de la membrana, la película se introdujo en una reveladora automática 
(Fujifilm, Mod. FPM-100A, Tokio, Japón). 
  
9.3.5 Revelado del control de carga con fosfatasa alcalina  
 
Para llevar a cabo la inmunodetección de la proteína β -Actina (control de carga), se 
bloqueó la membrana con albúmina de suero bovino (BSA) al 5% en PBS 0,1 M (pH 7,4) 
durante 1 hora. El anticuerpo primario anti-β-Actina (Sigma) (1/5000) se diluyó en PBS-
BSA al 1% para la incubación de la membrana durante una hora a temperatura ambiente. 
Como anticuerpo secundario se utilizó un anti-IgG de ratón conjugado con fosfatasa 
alcalina (Sigma)  diluido (1/3000) en PBS-BSA al 1% con el que se incubó la membrana 
durante 1 hora a temperatura ambiente. La membrana se lavó 3 veces  durante 10 minutos 
con PBS-Tween al 0.05% entre las incubaciones con los anticuerpos. La actividad 
fosfatasa alcalina se reveló con azul de nitrotetrazolio/x-fosfato (NBT) 0,3 mg/ml  y 5-
bromo-4-cloro-3-indolil fosfato (BCIP) 0,15mg/ml,  ambos diluidos 1/100 en tampón AP 
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Para los experimentos en los que se necesitó detectar varios anticuerpos en la 
misma membrana, como en los casos de detección de los niveles fosforilados y totales de 
una proteína, antes de proceder a la re-inmunodetección, se incubó la membrana durante 
45 minutos a 50ºC con Glicina 1M,  pH 3,1 para eliminar el anticuerpo primario y 
secundario de la primera inmunodetección. 
 
9.3.7 Análisis densitométrico   
 
Una vez detectadas las bandas correspondientes a las proteínas de interés, se realizó 
su análisis empleando un analizador de imagen equipado con el paquete informático Image 
Quant TL (GE Healthcare, Reino Unido). Los datos se obtuvieron en unidades de densidad 
óptica/mm2 y fueron corregidos por el control de carga (β-actina). Los datos 
correspondientes a fosforilación siempre se expresaron relativos a la cantidad total de la 
proteína estudiada.  
 
9.4  Determinación de la concentración de dopamina por HPLC 
 
Los niveles de DA fueron analizaron mediante  la técnica de HPLC descrita 
previamente por Mena y colaboradores (Mena y cols. 1995). El tejido fue homogeneizado 
en ácido perclórico 0,4 N en proporción 1:8 (p:v) mediante un homogeneizador vidrio-
vidrio tipo Dounce y se centrifugó durante 20 min a 12000 rpm, 4ºC. El pellet fue utilizado 
para determinar la concentración de proteínas mediante el método descrito en el apartado 
9.2 y el sobrenadante, previamente filtrado (filtro Millex 0,45 µm de Millipore Co, 
Bedford, MA, EEUU), se destinó para el análisis de la concentración de DA por HPLC 
(JASCO, Mod. PU-2080 Japón) utilizando un detector electroquímico equipado a su vez  
con una célula analítica modelo 5011A y una célula de condicionamiento modelo 5021A 
(ESA Coulochem III, Chelmsford, MA, EEUU). Las condiciones de voltaje de las células 
electroquímicas del detector fueron E1 +400 mV y E2 +50 mV. Se utilizó una columna 
C18 (150 x 4.6 mm) de 5 µm (ACE Aberdeen, Escocia) y la fase móvil estaba compuesta 
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por tampón citrato/acetato 0,1 M, pH 3.9 con metanol 10%, EDTA 1 mM y ácido 
heptanosulfónico  4,8 mM. El flujo fue fijado a 1 ml/min. 
 
 
10. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
 
 Los resultados fueron expresados como la media ± EEM (error estándar de la 
media) de (n) animales independientes. Los análisis estadísticos se realizaron con los tests 
de t-Student, ANOVA de una ó dos vías y el test para comparaciones múltiples de 
Newman-Keuls, considerándose que la diferencias eran significativas cuando p ≤ 0,05. 
Para llevar a cabo el análisis de los datos y la obtención de gráficos, se utilizó el programa 

















































1. INFUSIÓN INTRACEREBROVENTRICULAR DE LGF  
 
1.1 La infusión ICV de LGF estimula la proliferación celular y la expresión de Nestina 
en la ZSV de ratas lesionadas con 6-OHDA. 
 
 La infusión intracerebral de factores tróficos estimula la proliferación de los 
precursores neurales localizados en la ZSV de los ventrículos laterales de los roedores. Los 
animales lesionados unilateralmente con 6-OHDA (control de la lesión) mostraron 
inmunorreactividad para PCNA en las regiones dorsales y centrales de la ZSV (Figuras 
13A y 13D), mientras que casi no se hallaron células PCNA+ en los niveles mas ventrales 
(Figura 13G). Sin embargo, la infusión ICV durante 7 días de LGF (ICV-LGF 7d) aumentó 
el número de células PCNA+ en todos los niveles de la ZSV infundida (Figuras 13C, 13F y 
13I). También se observaron células PCNA+ dentro del parénquima estriatal y en el 
septum de las ratas tratadas con LGF (Figuras 13F y 13I). Los animales con infusión ICV 
de vehículo durante 7 días (ICV-vehículo 7d) mostraron un incremento de la proliferación 
celular en las regiones dorsales y centrales de la ZSV (Figuras 13B y 13E) pero el efecto 
fue significativamente menos marcado que el observado en el grupo ICV-LGF 7d. 
 
La proteína nestina forma parte de los filamentos intermedios y es usada como 
marcador biológico en la identificación de células progenitoras (Lendahl y cols. 1990; 
Ernst y Christie. 2005). Los animales pertenecientes al grupo control de la lesión 
mostraron inmunorreactividad para nestina en la ZSV (Figuras 13A, 13D y 13G). La 
infusión ICV de vehículo durante 7 días incrementó la expresión de nestina en las regiones 
dorsales y centrales de la ZSV (Figura 13B y 13E), mientras que en las zonas ventrales no 
se observó ningún cambio significativo (Figura 13H). Los animales tratados con LGF 
durante 7 días mostraron un aumento significativo en el marcaje para nestina en toda la 
ZSV (Figuras 13C, 13F, y 13I). Además, el LGF expandió la población de células positivas 
para nestina dentro del parénquima estriatal, región donde a su vez se halló una cantidad 

































Figura  13. El factor de crecimiento de hígado estimula la proliferación celular y la expresión 
de Nestina en ratas lesionadas con 6-OHDA. La ZSV y el estriado denervado de las ratas 
hemiparkinsonianas que recibieron la infusión ICV de LGF durante 7 días (C, F, I) mostraron una 
mayor inmunorreactividad frente a  PCNA+ (verde) y una mayor expresión de nestina (rojo) en 
comparación con los animales  control de la lesión (A, D, G) y con los animales del grupo ICV-
vehículo 7d (B, E, H). Este efecto fue observado en las regiones dorsales (A-C), mediales (D-F) y 
ventrales (G-I) de la pared de los ventrículos laterales. Nótese la existencia de células doblemente 
marcadas para PCNA y nestina invadiendo el estriado lesionado de los animales ICV-LGF 7d 






La expresión de nestina y de PCNA también fue analizada en la ZSV de un grupo 
de ratas sin lesión que recibieron una infusión ICV durante 7 días de vehículo (Sanas-ICV-
Vehículo 7d) ó LGF (Sanas-ICV-LGF 7d). La inmunorreactividad para PCNA fue similar 
tanto en el lado infundido como en el lado contralateral de los animales sanos tratados con 
vehículo. La infusión ICV de LGF en los animales sin lesión  incrementó ligeramente la 
proliferación celular en el lado infundido en 3 de los 7 animales analizados 
independientemente (dato no mostrado). El efecto proliferativo hallado en estos 3 animales 
pudo ser debido al daño observado en la ZSV,  en el estriado y en el septum por la 
inserción de la cánula. Por otro lado, ni los animales del grupo Sanas-ICV-Vehículo 7d, ni 
los animales del grupo Sanas-ICV-LGF 7d mostraron un incremento en la expresión de 
nestina en la ZSV  ó en el número de células nestina+ en el parénquima estriatal. (dato no 
mostrado).  Estos resultados indican que el LGF, en ausencia de lesión, no es capaz de 
estimular la proliferación de la población celular positiva para nestina ni su migración 
desde la ZSV.  
 
El estudio de los efectos de la administración ICV de LGF  en el grupo de animales 
que fue sacrificado 15 días después del fin de la infusión (ICV-LGF 30d), reveló un 
incremento de la incorporación de BrdU en la ZSV, el parénquima estriatal, el septum y el 
cuerpo calloso del lado infundido ipsilateral a la lesión (dato no mostrado). Además, de 
manera similar a lo observado en el grupo ICV-LGF 7d, se hallaron células  nestina+ en 
proliferación (BrdU+) en el parénquima estriatal de los animales ICV-LGF 30d. 
 
1.2 El LGF promueve la proliferación de los neuroblastos y su migración en el estriado 
de ratas lesionadas con 6-OHDA. 
 
Los precursores neurales de la ZSV dan lugar a una población de nuevas neuronas 
cuyo destino final es integrarse en el bulbo olfatorio. La inmunotinción para DCX en los 
animales lesionados e infundidos en el ventrículo lateral con vehículo durante 15 días 
(ICV-Vehículo 15d) reveló la existencia de agrupaciones de células positivas para DCX en 
la ZSV (Figura 14A). La mayoría de estas células DCX+ estaban a su vez marcadas para 
nestina (Figura 15A), indicando que estas células pertenecían la población celular de 
precursores neurales localizados en la ZSV de los ventrículos laterales (Yang y cols. 2004). 
La administración de vehículo durante 15 días en el ventrículo lateral de los animales 
lesionados con 6-OHDA no modificó el número de células DCX+ ni en el lado infundido 
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[30±6,2 células DCX+/mm2, (n=5)] ni en el lado sin infusión [27±3,7 células DCX+/mm2, 
(n=5)].  El estudio de la expresión de DCX, en las secciones en el nivel de la cánula de los 
animales ICV-Vehículo 15d,  reveló que la distribución de las células DCX+ no varió ni en 
el lado infundido ni en el lado sin infusión. Sin embargo, la infusión ICV de LGF durante 
15 días incrementó el número de células DCX+ en el lado infundido [49±8,7 células 



















Figura 14. Actividad Neurogénica del LGF en ratas lesionadas con 6-OHDA.  En A, C1, C2 y 
D se muestran fotocomposiciones de la ZSV y del estriado adyacente de ratas infundidas con 
vehículo (A) ó LGF (C1, C2 y D). Los neuroblastos positivos para doblecortina (DCX, en rojo) de 
los animales infundidos con vehículo durante 15 días se encontraron formando agrupaciones 
celulares en el asta dorso-lateral y en la ZSV (A). La infusión de LGF durante 15 días incrementó 
la inmunorreactividad para DCX en toda la ZSV y en las regiones dorsales (C1 y D) y ventrales 
(C2) del estriado. Nótese como los neuroblastos que invadieron el estriado mostraron la morfología 
característica de células en migración con largos procesos. El marcaje para DCX también fue 
observado en forma de protrusiones en los ventrículos laterales de los animales con infusión de 
LGF (B). CC, Cuerpo Calloso; Str, Estriado; VL, Ventrículo Lateral; VS, Vaso Sanguíneo. Barra 






En general, las células DCX+ fueron observadas en la región dorsal del estriado de 
los animales del grupo ICV-LGF 15d (Figura 14D). Sin embargo, algunos animales 
mostraron un número significativo de células DCX+ invadiendo las regiones dorsales 
(Figura 14C1) y ventrales (Figura 14C2) del parénquima estriatal. En los animales que 
recibieron la infusión ICV de LGF durante 15 días, las células DCX+ no coexpresaron ni 
Nestina (Figura 15B) ni GFAP (Figura 15G), pero sí que mostraron la morfología de 
células en migración con largos procesos. Además, el marcaje para DCX también fue 
hallado en forma de protrusiones en los ventrículos laterales de los animales con del grupo 
ICV-LGF 15d  (Figura 14B). 
 
Para determinar si hubo generación de nuevas células DCX+ durante la infusión 
ICV de LGF, un grupo de animales recibió inyecciones de BrdU intraperitoneal durante los 
15 días que duró la infusión ICV de vehículo ó LGF. Al final del tratamiento, los animales 
fueron sacrificados y se llevaron a cabo los experimentos de doble inmunotinción para 
BrdU y antígenos neuronales. El análisis inmunohistoquímico de los animales ICV-LGF 
15d mostró un incremento significativo en el número total de células BrdU+ en la ZSV y 
en el estriado lesionado en comparación con los animales ICV-Vehículo 15d (Figura 16A). 
Los experimentos de doble inmunomarcaje mostraron que el 25 ± 5,6 % (n=7) de las 
células BrdU+ halladas en el parénquima estriatal de los animales ICV-LGF 15d  eran a su 
vez inmunopositivas para DCX. La mayoría de estas nuevas neuronas tenían una 
morfología redondeada y estaban localizadas cerca de la ZSV y de vasos sanguíneos 
(Figura 14C). Además, las células DCX+/BrdU+ con morfología de neuroblastos en 
migración, fueron también observadas en el estriado denervado de los animales del grupo 
ICV-LGF 15d (Figura 15C, inserto).   
 
La proteína NeuN es un antígeno nuclear expresado por las neuronas maduras. 
Cabe destacar que el 31 ± 6 % (n=6) de los núcleos BrdU+ comarcaron con NeuN (Figuras 
15D y 15E), indicando que las nuevas neuronas generadas pudieron diferenciarse hacia un 




























Figura 15. El LGF promueve la proliferación de Neuroblastos y la reactividad glial en ratas 
lesionadas con 6-OHDA. En A y en B se muestra la inmunorreactividad para Nestina (verde) y 
Doblecortina (rojo) en animales infundidos durante 15 días con vehículo (A) ó LGF (B). Nótese 
que en el grupo LGF las células DCX+ no comarcaron con Nestina (B). En C se muestra como los 
neuroblastos DCX+ (rojo) que coexpresaron BrdU (verde) se localizaron en el estriado de los 
animales infundidos con LGF. La mayoría de los neuroblastos de nueva generación que invadieron 
el estriado mostraron una morfología redondeada (C, puntas de flecha blancas) y solo algunos 
presentaron procesos alargados (C, inserto). Las neuronas NeuN+ (D y E; en rojo, triángulos 
abiertos blancos) que comarcaron con BrdU solo fueron observadas en el grupo infundido con LGF 
(E, amarillo). Los astrocitos GFAP+, hallados en los animales del grupo LGF, mostraron 
hipertrofia del cuerpo celular (G, verde) y coexpresaron BrdU (H, rojo) en comparación con lo 
observado en el grupo vehículo (F, verde). En cambio, estas células no expresaron DCX (G, rojo). 
Str, Estriado; VL, Ventrículo Lateral; VS, Vaso Sanguíneo. Barra de la escala; 25 μm (A-H). 
 
 
Otra población celular que proliferó debido a la infusión de LGF durante 15 días 
fue la compuesta por los astrocitos positivos para la proteína ácida fibrilar de la glía 
(GFAP). Estos astrocitos en proliferación representaron el 24 ± 2 % (n=10) del total de la 
población de células BrdU+ observadas en el estriado (Figura 15H). La inmunotinción 
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frente a GFAP reveló la presencia de astrocitos con procesos alargados en los animales del 
grupo ICV-vehículo 15d (Figura 15F). En cambio, las células GFAP+ halladas en el 
parénquima estriatal, de los animales que recibieron la infusión ICV de LGF durante 15 
días, mostraron hipertrofia del cuerpo celular (Figura 15G). Estos efectos sobre la 
expresión de GFAP hallados en el grupo ICV-LGF 15d fueron similares a lo observado en 
los animales ICV-LGF 30d (dato no mostrado). Los resultados sugieren que la infusión 
ICV de LGF en los animales lesionados con 6-OHDA promueve la reactividad glial. 
Además de las neuronas y de los astrocitos, el 22 ± 2 % (n=7) de las células BrdU+ 
halladas en el estriado de los animales ICV-LGF 15d comarcaron a su vez con Nestina 
(Figura 17B). Aproximadamente, el 5% de esas células fueron localizadas en vasos 












Figura 16. El LGF incrementa la incorporación de BrdU en ratas lesionadas con  6-OHDA. 
La infusión ICV de LGF durante 15 días incrementó significativamente el número total de células 
BrdU+ tanto en la ZSV como en el estriado lesionado e ipsilateral a la infusión de LGF (A, 
LESIONADO, barra negra) en comparación con el lado sano contralateral no infundido (A, SANO, 
barra negra) y con ambos lados del grupo vehículo (A, SANO y LESIONADO, barras blancas). 
Nótese como la infusión ICV de vehículo durante 15 días no afectó a la proliferación ni en el lado 
lesionado infundido (A, LESIONADO, barra blanca) ni en el lado sano no infundido (A, SANO, 
barra blanca). Además, el LGF estimuló la proliferación alrededor del tercer ventrículo (3er V) y 
del hipotálamo adyacente (B, SANO y LESIONADO, barras negras). En C se representa el 
porcentaje de células BrdU+ que coexpresaron Isolectina B4 (marcador de microglía / macrófagos) 
en la pared del ventrículo lateral (barra con líneas horizontales) y en la pared del tercer ventrículo 
(barra con líneas verticales) de las ratas del grupo ICV-LGF 15d. Los resultados representan la 
media ± EEM de 3 a 6 animales independientes. +p≤0,05 y +++p≤0,001 vs lado sano (sin infusión) 
de los animales infundidos con vehículo. *p≤0,05 y **p≤0,01 vs lado lesionado (infundido) de los 
animales infundidos con vehículo. ##p≤0,01 vs lado sano (sin infusión) de los animales infundidos 





1.3 El LGF estimula la proliferación de la microglía en los ventrículos laterales y en el 
tercer ventrículo de ratas lesionadas con 6-OHDA. 
 
 Como se muestra en la figura 17, se observaron  engrosamientos con células BrdU+ 
en los ventrículos laterales de los animales del grupo ICV-LGF 15d. Estas células estaban 
separadas del parénquima estriatal por una capa de células ependimarias positivas para S-
100 y GFAP (Figuras 17D y 17E). En estas estructuras se detectó inmunorreactividad para 
DCX y GFAP, pero los experimentos de doble inmunomarcaje revelaron que solo un 
pequeño número de células BrdU+ comarcaron con DCX  (Figura 17C) ó GFAP (Figura 
17E). Además, ninguna de estas células BrdU+ fueron a su vez Nestina+ (Figura 17B) ó S-
100+ (Figura 17D).  
 
Dado que la ZSV contiene microglía, estas células pudieron ser estimuladas durante 
la infusión ICV de LGF de 15 días de duración. En la figura 17F se muestra la presencia de 
células con morfología redondeada y positivas para IB4 [(marcador de microglía / 
macrófagos) (Streit. 1990; Boya y cols. 1991)]. Estas células fueron halladas en las 
estructuras proliferantes de los ventrículos laterales de los animales del grupo ICV-LGF 
15d. Además, esta población celular IB4+ comarcó con BrdU y representó casi un 30% del 
total de células BrdU+ encontradas en esas estructuras de los ventrículos laterales (Figura 
16C). 
 
El LGF también fue capaz de estimular la proliferación de la microglía en el tercer 
ventrículo. En la figura 16B se muestra el incremento significativo de incorporación de 
BrdU observado en ambos lados de la pared lateral del tercer ventrículo de los animales del 
grupo ICV-LGF 15d en comparación con los animales del grupo ICV-Vehículo 15d. 
Además, los experimentos de doble marcaje revelaron que mas del 40% de estas células 





































Figura 17. El LGF estimula la proliferación de la microglía dentro del lumen de los 
ventrículos laterales y del tercer ventrículo de ratas lesionadas con 6-OHDA. Como se muestra 
en B, las células BrdU+ invadieron el estriado de los animales del grupo ICV-LGF 15d en 
comparación con el grupo ICV-vehículo 15d (A). Nótese que algunas células fueron Nestina+ (B, 
rojo) y mostraron morfología de célula endotelial (B, inserto). Los engrosamientos luminales con 
células BrdU+ se localizaron dentro de los ventrículos laterales de los animales infundidos con 
LGF (B y C, verde; D, rojo; E y F, azul). Estos engrosamientos estaban separados del estriado por 
células ependimales inmunopositivas para S-100 (D, verde, estrella blanca) y para GFAP (E, verde, 
estrella negra). Numerosas células BrdU+ que se hallaban dentro de los ventrículos laterales fueron 
a su vez Isolectina IB4+ (E y F, marrón), algunas coexpresaron DCX (C, rojo) y ninguna fue 
Nestina+ (B, rojo). También se observaron células BrdU+ / Isolectina IB4+  invadiendo el lumen 
del tercer ventrículo de los animales infundidos con LGF (G, verde y marrón, flecha blanca). Str, 
Estriado; 3erV, tercer ventrículo; VL, Ventrículo Lateral. Barra de la escala; 50 μm (A, B, D y E) y 








1.4 Efectos de la infusión ICV de LGF sobre la inervación positiva para tirosina 
hidroxilasa. 
 
   Los animales que fueron sacrificados tras finalizar la infusión ICV durante 7 ó 15 
días de LGF (ICV-LGF 7d ó 15d) y los animales cuyo período de infusión ICV de LGF fue 
de 15 días pero que fueron sacrificados 30 días después del inicio de la infusión (ICV-LGF 
30d), no mostraron cambios en  la expresión de TH en el estriado en comparación con los 
observado en los grupos con infusión de vehículo (dato no mostrado). Además, no se 
observaron neuronas TH+ ni TH+ / BrdU+ en el parénquima estriatal de los animales con 
infusión ICV de LGF durante estos tiempos. Por otro lado, tampoco se apreciaron cambios 
en el número total de neuronas TH+ ni TH+ / BrdU+ en la SNpc en los diferentes grupos 
experimentales con infusión ICV de LGF en comparación con los del grupo ICV-Vehículo.  
 
1.5 La infusión ICV de LGF no mejora la función motora. 
 
 Para determinar si la administración intracerebroventricular de LGF era capaz de 
restaurar la función motora en los animales lesionados con 6-OHDA, se evaluaron las 
rotaciones inducidas por apomorfina una vez por semana hasta el sacrificio de los 
animales. Los animales pertenecientes a los grupos ICV-LGF 15d e ICV-LGF 30d no 
mostraron ningún cambio significativo en la conducta rotacional inducida por apomorfina 
en comparación con los grupos con infusión de vehículo (dato no mostrado). Estos 
resultados indican que la administración ICV de LGF no fue capaz de mejorar la función 
motora, en el modelo experimental de EP por lesión de la vía nigroestriatal con 6-OHDA, 













2. INFUSIÓN INTRAESTRIATAL DE LGF  
 
2.1 Efectos de la infusión IS de LGF sobre la inervación dopaminérgica 
 
El grupo de animales control de la lesión  fue sacrificado 6 semanas después de la 
lesión para evaluar el grado de degeneración de la proyección dopaminérgica nigroestriatal 
existente antes del inicio de la infusión IS de LGF o vehículo.  
 
El análisis inmunohistoquímico de las secciones coronales de dos niveles diferentes 
del estriado mostró que los animales pertenecientes al grupo control de la lesión, que 
únicamente habían sido lesionados unilateralmente con 6-OHDA en la vía nigroestriatal, 
no contenían neuronas TH+ estriatales y que solo el 5,5±1,9% de la estructura 
correspondiente a la región más ventral del estriado mostró inervación TH+. Sin embargo, 
la infusión IS de LGF durante 15 días en animales lesionados con 6-OHDA incrementó la 
inervación TH+ en las regiones centrales y ventromediales del estriado y alrededor de la 
zona de infusión de la cánula (Figuras 18A-18F). El efecto observado en el nivel estriatal 
correspondiente a la zona de infusión del grupo IS-LGF 15d (Figura 19A) difirió 
significativamente del encontrado en los grupos vehículo y control de la lesión. 
 
La generación de nuevas neuronas dopaminérgicas  podría explicar el incremento 
en la inervación TH+ observado. Sin embargo, ninguno de los grupos experimentales 
mostró neuronas TH+ ó células doblemente marcadas para β-tubulina III / BrdU ó TH / 











































Figura 18. La infusión IS de LGF induce la expresión de TH en el estriado de ratas lesionadas 
con 6-OHDA. Seis semanas después de la lesión, se infundió en el estriado lesionado vehículo (A, 
C y E) ó LGF (160 ng/día/rata) (B, D, y F) durante 15 días. Dos semanas después del fin de la 
infusión, los animales fueron sacrificados y se llevó a cabo la inmunotinción frente a TH. La 
infusión IS de LGF aumentó la inervación TH+ alrededor de la zona de infusión de la cánula (B) y 
en las regiones centrales (D) y ventromediales (F) del estriado ipsilateral a la lesión. La 
inmunotinción frente a TH en la SNpc de las ratas lesionadas se muestra en G y H. Nótese que 
después de 6 semanas de lesión (grupo control de la lesión) se hallaron pocas neuronas TH+ en la 




En la SNpc, la lesión con 6-OHDA disminuyó significativamente el número de 
neuronas TH+ en comparación con el lado sano (Figuras 18G y 18H, respectivamente). La 
infusión de LGF no afectó al número total de neuronas TH+ cuando se comparó con los 
animales vehículo y control de la lesión (Figura 19B). Por otro lado, aunque se encontraron 
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algunos núcleos BrdU+ en la SNpc, ninguna de las neuronas TH+ observadas incorporaron 











Figura 19. Efectos de la infusión IS de LGF en la expresión de TH. Seis semanas después de la 
lesión, los animales se dividieron en distintos grupos de acuerdo con la sustancia infundida durante 
15 días en el estriado: vehículo (barras blancas), LGF (160 ng/día/rata) (barras negras), y animales 
del grupo control de la lesión (barras grises). Transcurridos 15 días después del fin de la infusión, 
los animales fueron sacrificados y se llevó a cabo la inmunotinción frente a TH en el estriado (A) y 
en la SNpc (B). La inervación TH+ del grupo IS-LGF 15d, en el área del estriado correspondiente a 
la zona de infusión, aumentó significativamente con respecto a todos los grupos analizados (A). 
Como se muestra en B, los animales IS-LGF 15d no mostraron diferencias significativas en el 
número de neuronas TH+ en la SNpc lesionada cuando se compararon con el grupo IS-vehículo o 
con el grupo control de la lesión. El número de neuronas TH+ en la SNpc no lesionada fue 110 ± 
3,2 neuronas TH+/sección (n=7). Los resultados representan la media ± EEM de 5 animales        
IS-vehículo 15d, 9 IS-LGF 15d y 9 control de la lesión. ** p≤0.01 vs grupo IS-vehículo 15d (barra 





2.2 La infusión IS de LGF restaura parcialmente la función motora 
 
Para determinar si la administración intraestriatal de LGF podría restaurar la 
función motora de los animales lesionados unilateralmente con 6-OHDA, se evaluó la 
conducta rotacional de estos animales antes, durante, y después del período de infusión. 
Como se muestra en la Figura 20, durante las 3 semanas previas al sacrificio de los 
animales, el grupo IS-LGF 15d mostró una ligera pero significativa reducción en la 






















Figura 20. Efecto de la infusión IS de LGF sobre la conducta rotacional inducida por 
apomorfina. Estudio de la conducta rotacional inducida por apomorfina en el grupo de animales 
IS-LGF 15d (barras negras) y en el grupo IS-vehículo 15d (barras blancas). Nótese la ligera pero 
significativa disminución en el número de rotaciones observada en el grupo IS-LGF al final de los 
experimentos. El número de rotaciones  durante 15 minutos a las 6 semanas post-lesión fue de 233 
± 22 (n=14). Los resultados representan la media ± EEM de 5 animales IS-vehículo 15d y 9 IS-
LGF 15d. ** p≤0,01 y *** p≤0,001 vs grupo IS-vehículo 15d. 
 
 
2.3 La infusión IS de LGF estimula la proliferación y la activación de la microglía en el 
estriado. 
 
Debido a que administración ICV de LGF promovió la proliferación de la microglía 
y de los progenitores neurales, nos planteamos determinar si la infusión IS de LGF también 
era capaz de estimular la proliferación celular en los animales lesionados con 6-OHDA. 
Con este fin, se llevó a cabo la detección inmunohistoquímica del antígeno nuclear de 
proliferación celular (PCNA, proteína que se expresa durante las fases G0/G1 y S del ciclo 
celular)  después de 24 ó 48 horas de infusión IS de LGF. El factor de crecimiento de 
hígado produjo un aumento significativo en el número de células PCNA+ en el estriado 
ipsilateral a la infusión (Figura 21A). Además, el estudio mediante Western blot de la 
expresión de PCNA en el estriado lesionado,  reveló que la administración IS de LGF 
durante 24 horas (IS-LGF 24H) incrementó la proliferación celular en comparación con el 
grupo IS-vehículo 24H (Figura 22A). 
Paralelamente, el LGF promovió un incremento significativo del número total de 
células que expresaron IB4  en el estriado lesionado de los animales del grupo IS-LGF 48H 
Resultados 
101 
(Figura 21A). Cabe resaltar que el 60% de las células IB4+ comarcaron con PCNA en las 
regiones ventrales y centrales del estriado (Figuras 21C y 21D). Además,  un gran 
porcentaje de estas células  mostraron la morfología ameboide característica de la 























Figura 21. La infusión IS de LGF promueve la proliferación y la activación de la microglía en 
el estriado de las ratas lesionadas 6-OHDA. La infusión IS de LGF durante 48H (barras negras) 
aumentó significativamente el porcentaje de células PCNA+ comparado con la infusión de 
vehículo durante 48 horas (barras blancas) (A). El grupo IS-LGF 48H mostró un incremento 
significativo del porcentaje de células IB4+ (A) y de la proporción de células  IB4+ con morfología 
ameboide (B y puntas de flecha negras en D). En las regiones centrales y ventromediales del 
estriado del grupo IS-vehículo 48H (C) y del grupo IS-LGF 48H (D) se encontraron muchas células 
PCNA+ (en verde, C y D) que comarcaron para IB4 (en marrón, C y D). En ambos grupos se 
hallaron, alrededor de la zona de infusión, varias células PCNA+ (E, en verde) que comarcaron 
para nestina (en marrón, flechas negras en C). Además, se localizaron algunos núcleos PCNA+ en 
la pared de los vasos sanguíneos con la típica morfología de las células endoteliales. (Inserto en E, 
flechas blancas) Los resultados representan la media ± EEM de 5 animales. El grupo IS-vehículo 
48H mostró 291 ± 92 células PCNA+ / mm2 (n=5) y 240 ± 30 células IB4+ / mm2 (n=5) en el 
estriado ipsilateral a la lesión. * p≤0,05 y ** p≤0,01 vs  grupo IS-vehículo 48H. VS, Vaso 






El anticuerpo OX6 reconoce a los antígenos del complejo mayor de 
histocompatibilidad clase II el cual es un marcador de microglía activada (Rozovsky y 
cols. 1998). El estudio de los efectos de la administración de LGF durante 24 horas  en el 
estriado lesionado reveló el aumento de la expresión de este marcador de activación 
microglial OX6, si se compara con lo hallado en el estriado lesionado del grupo IS-
Vehículo 24H (Figura 22B).  
 
Además de la microglía, otros tipos celulares también proliferaron alrededor de la 
zona de infusión en el estriado. Varias células PCNA+ comarcaron con nestina  (Figura 
21E). Por otro lado, se localizaron células PCNA+, en las paredes de los vasos sanguíneos, 
con la típica morfología alargada de las células endoteliales (Figura 21E, inserto). Sin 
embargo, no se observaron diferencias significativas en el número de estas células entre los 




















Figura 22. Estudio de los efectos de la administración IS de LGF sobre la proliferación 
celular y la activación de la microglía en el estriado lesionado con 6-OHDA. Análisis por 
Western blot de la expresión de PCNA (A) y de OX6 (B) en el estriado lesionado de los animales 
del grupo IS-Vehículo 24H (barras blancas) e IS-LGF 24H (barras negras). Nótese el aumento de la 
expresión de PCNA y OX6 en el estriado lesionado de los animales del grupo IS-LGF 24H en 
comparación con lo observado en el estriado lesionado del grupo IS-Vehículo 24H. Los resultados 
representan la media ± EEM de 3 a 6 animales independientes. *p≤0,05 y **p≤0,01 vs grupo IS-







2.4 Efectos de la administración IS de LGF sobre la supervivencia celular. 
 
 
La muerte celular programada está muy regulada por las proteínas de la familia Bcl. 
En esta familia de proteínas se hallan miembros con efectos anti-apoptóticos  como Bcl-2 y 
miembros con efectos pro-apoptóticos tales como Bax (Gross y cols. 1999). Los análisis 
por Western blot mostraron que la infusión de LGF, en el estriado lesionado de las ratas 
hemiparkinsonianas, incrementó significativamente la expresión de Bcl-2 en el grupo IS-
LGF 24H; mientras que los niveles de la proteína pro-apoptótica Bax permanecieron 
invariables  tanto en el grupo IS-LGF 24H como en el grupo IS-Vehículo 24H. De este 
modo, la ratio Bcl-2/Bax fue significativamente mayor en el estriado lesionado del grupo 
IS-LGF 24H en comparación con lo hallado en el estriado lesionado del grupo IP-Vehículo 
24H (Figura 23). Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que el LGF podría 


































Figura 23. Efectos de la administración 
IS de LGF sobre la supervivencia 
celular en el estriado lesionado de 
ratas hemiparkinsonianas. Análisis por 
Western blot de la ratio Bcl-2/Bax  en el 
estriado lesionado de los animales del 
grupo IS-Vehículo 24H (barras blancas) e 
IS-LGF 24H (barras negras). Nótese el 
incremento de la ratio Bcl-2/Bax en el 
estriado lesionado de los animales del 
grupo IS-LGF 24H en comparación con 
lo observado en el estriado lesionado del 
grupo IS-Vehículo 24H. Los resultados 
representan la media ± EEM de 3 a 6 
animales independientes. **p≤0,01 vs 




3. ADMINISTRACIÓN INTRAPERITONEAL DE LGF  
 
3.1 Efectos de la administración intraperitoneal de LGF sobre la expresión de tirosina 
hidroxilasa. 
 
 Como ya hemos mostrado anteriormente, la administración intraestriatal de LGF en 
un modelo experimental de EP estimuló el crecimiento de los terminales dopaminérgicos 
dañados. Para verificar si hubo actividad neurorregenerativa y/o neuroprotectora ejercida 
por el tratamiento con LGF intraperitoneal (IP) en los animales con lesiones estriatales 
parciales por inyección de 6-OHDA, se llevaron a cabo análisis inmunohistoquímicos de 
secciones coronales del estriado y de la SN.  
 
Los animales lesionados que recibieron 2 inyecciones IP semanales de LGF durante 
3 semanas y que fueron sacrificados 4 semanas después del fin del tratamiento (IP-LGF) 
presentaron un 60% de inervación TH+ en todas las secciones coronales del estriado 
lesionado analizadas (Figura 24A). Por el contrario, los animales lesionados a los que sólo 
se les administró vehículo (IP-Vehículo) mostraron únicamente un 35% de inervación TH+ 
en esta estructura (Figura 24A). Aunque el efecto del LGF sobre la inervación TH+ fue 
observado en los diferentes niveles del estriado analizados, éste fue mas destacado en las 
regiones dorsales y centrales de dicha estructura (Figura 26C y 26I). Además, el análisis de 
los niveles de DA estriatales mostró la capacidad del LGF para incrementar la 
concentración de este neurotransmisor en el estriado lesionado si se compara con los datos 
obtenidos para esta misma estructura en los animales IP-Vehículo (Tabla 5). 
 
El estudio histológico de la SNpc reveló la existencia de un reducido número de 
neuronas TH+ en el lado lesionado de las ratas del grupo IP-Vehículo en comparación con 
lo hallado en el lado sano (Figura 26D y E) y con lo observado en la SNpc lesionada a las 6 
semanas de evolución de la lesión [14 ± 1,2 (n = 11) y 6.5 ± 1,3 (n = 8) neuronas 
TH+/sección a las 6 y 13 semanas post-lesión, respectivamente, p ≤ 0.01]. El tratamiento 
con LGF intraperitoneal restauró parcialmente el número de neuronas TH+ en la SNpc del 
lado lesionado en comparación con lo observado en  la SNpc lesionada del grupo IP-




El análisis mediante Western blot mostró un aumento significativo en la expresión 
de la proteína TH en el estriado lesionado de los animales que fueron tratados con LGF 
durante 3 semanas (grupo IP-LGF) en comparación con los animales IP-vehículo (Figura 
25A). Este efecto observado en el estriado no fue hallado en el mesencéfalo lesionado 
donde la expresión de TH se redujo un 80% tanto el grupo IP-Vehículo como en el grupo 























Figura 24. Efecto de la administración de LGF sobre la expresión de TH. Animales 
hemiparkinsonianos de 6 semanas de evolución recibieron dos inyecciones IP semanales de salino 
(IP-Vehículo) o de 5 μg de LGF (IP-LGF) durante 3 semanas, sacrificándose a las 4 semanas post-
tratamiento. En A se muestra en distintos niveles coronales el porcentaje del área total del estriado 
lesionado con inervación TH+ en animales del grupo IP-Vehículo (barras blancas) y en animales 
del grupo IP-LGF (barras negras). En B se muestra el número de neuronas TH+ / sección que se 
hallaron en la SNpc sana del grupo IP-Vehículo (barra gris) y en la SNpc lesionada tanto del grupo 
IP-Vehículo (barra blanca) como del grupo IP-LGF (barra negra). Los resultados representan la 
media ± EEM de 4 a 11 animales independientes. *p≤0,05, **p≤0,01 y ***p≤0,001 vs grupo IP-

















4.9±0.4 ++, * 
 
Tabla 5. Efecto de la administración de LGF sobre los niveles de dopamina estriatales de los 
animales hemiparkinsonianos. Nótese el  incremento de los niveles de DA en el estriado 
lesionado de los animales tratados con LGF en comparación con lo hallado en los animales 
Vehículo. Hay que destacar la gran reducción en los niveles de dopamina ejercida por la lesión con 
6-OHDA. Los resultados representan la media ± EEM de 4 a 7 animales independientes. *p≤0,05 
vs grupo IP-Vehículo Lesionado. ++p≤0,01 vs grupo IP-Vehículo Sano. 
 
 
La generación de nuevas neuronas dopaminérgicas pudo contribuir al aumento 
observado de la inervación dopaminérgica y del número de neuronas TH+. El doble 
inmunomarcaje no reveló la presencia de células TH+/BrdU+ ni en el estriado sano ni en el 
lesionado de los animales de los grupos IP-Vehículo e IP-LGF. Además, ninguna de las 
neuronas TH+ halladas en la SNpc presentaron núcleos BrdU+ (dato no mostrado). Estos 
resultados sugieren que la administración IP de LGF carece de la capacidad para generar 














Figura 25. Expresión de TH y DAT en el estriado de animales hemiparkinsonianos tratados 
con LGF. Análisis por Western blot de la expresión de TH (A) y de DAT (B) en el estriado sano de 
animales del grupo IP-Vehículo (barras grises) y en el estriado lesionado del grupo IP-Vehículo 
(barras blancas) y del grupo IP-LGF (barras negras). Nótese el aumento de la expresión de TH y de 
DAT en el estriado lesionado de  los animales tratados con LGF en comparación con lo observado 
en el estriado lesionado del grupo vehículo. Los resultados representan la media ± EEM de 6 a 17 




3.2 El tratamiento con LGF IP estimula la expresión de DAT en el estriado lesionado de 
ratas hemiparkinsonianas. 
 
 El transportador de dopamina (DAT), otro marcador del sistema dopaminérgico,  
fue analizado en el estriado y el mesencéfalo de ratas lesionadas con 6-OHDA. Como se 
muestra en la figura 25B, la expresión de DAT, estudiada mediante Western blot, fue 
significativamente menor en el estriado lesionado de las ratas del grupo IP-Vehículo en 
comparación con el lado sano contralateral de la estructura. El tratamiento con LGF 
durante 3 semanas (IP-LGF) restauró las expresión de DAT a los niveles observados en el 
estriado sano contralateral a la lesión (Figura 25B). 
 
El análisis inmunohistoquímico de DAT aportó resultados similares a los obtenidos 
mediante Western-blot. La inmunotinción frente a DAT reveló que la expresión de este 
transportador fue menor en el estriado lesionado de los animales del grupo IP-Vehículo en 
comparación con el estriado sano contralateral (Figura 26G y H). Los animales del grupo 
IP-LGF mostraron una mayor inmunorreactividad frente a DAT  en el estriado lesionado 
en comparación con el grupo IP-Vehículo (Figura 26I). Además, la inmunotinción frente a 
DAT en el estriado sano y lesionado de los animales del grupo IP-Vehículo fue localizada 
en pequeños puntos distribuidos en el parénquima estriatal, que parecieron corresponder 
con cuerpos celulares neuronales (Figura 26G y H). Sin embargo, en el estriado lesionado 
del grupo IP-LGF, la inmunorreactividad frente a DAT se distribuyó en los terminales 








































Figura 26.  Estudio de la expresión y de la distribución de TH y DAT en el estriado y la SNpc 
de animales hemiparkinsonianos tratados con LGF. Inmunofluorescencia frente a TH (rojo) en 
el estriado sano (A) y lesionado (B) del grupo IP-Vehículo y en el estriado lesionado (C) del grupo 
IP-LGF. Las tres microfotografías centrales (D-F) muestran la inmunotinción frente a TH en la 
SNpc sana (D) y lesionada (E) del grupo IP-Vehículo y en la SNpc lesionada del grupo IP-LGF (F). 
Nótese el ligero aumento del número de células TH+ en la SNpc lesionada del grupo IP-LGF (F) en 
comparación con la SNpc lesionada del grupo IP-Vehículo (E). Los paneles inferiores muestran la 
doble inmunotinción frente a TH y DAT en el estriado sano (G) y lesionado (H) del grupo IP-
Vehículo y en el estriado lesionado (I) del grupo IP-LGF. La administración IP de LGF aumentó la 
inervación TH+ (C) y la inmunorreactividad frente a DAT (I) en el  estriado lesionado  en 
comparación con el grupo IP-Vehículo (B y H). La inmunotinción frente a DAT en el estriado 
lesionado del grupo IP-LGF fue localizada en los terminales TH+ (I). Barra de la escala; 100 μm 








3.3 La administración IP de LGF mejora la conducta rotacional y la coordinación 
motora de los animales hemiparkinsonianos. 
 
 
Para determinar si la administración intraperitoneal  de LGF era capaz de restaurar 
la función motora de los animales lesionados con 6-OHDA, se llevó a cabo la evaluación 
semanal de las rotaciones inducidas por apomorfina antes, durante y después del período 
de tratamiento. Los animales del grupo IP-LGF mostraron una significativa mejoría en el 
comportamiento rotacional inducido por apomorfina en comparación con los animales 
pertenecientes al grupo IP-Vehículo (Figura 27A). Debido a que esta mejoría de la 
conducta rotacional se mantuvo al menos durante 3 semanas adicionales (Figura 27A), 
estos resultados indicaron que el tratamiento con LGF IP mejoró la función motora de las 
ratas hemiparkinsonianas.  
 
 Los efectos del tratamiento con LGF IP sobre la coordinación motora fueron 
estudiados mediante el test de aceleración usando un  Rota Rod.  Como se muestra en la 
figura 27B, las ratas con lesiones parciales estriatales por inyección de 6-OHDA 
pertenecientes al grupo IP-Vehículo mostraron un descenso progresivo en su coordinación 
motora alcanzando la fase de meseta a las 10 semanas post-lesión. Una vez iniciado el 
tratamiento, este efecto no fue observado en el grupo de animales IP-LGF. De este modo, 
la coordinación motora en este grupo experimental no empeoró durante los diferentes 
tiempos post-tratamiento analizados sino que mejoró significativamente en comparación 








































Figura 27. Efectos de la administración de LGF sobre la conducta rotacional y la 
coordinación motora. Estudio de la conducta rotacional inducida por apomorfina (A) y de la 
coordinación motora mediante el  test de aceleración usando un  Rota Rod (B) en el grupo de 
animales IP-LGF (barras negras) y en el grupo IP-vehículo (barras blancas). Nótese como el 
tratamiento con LGF disminuyó la conducta rotacional inducida por apomorfina (A) y mejoró la 
coordinación motora (B) de las ratas hemiparkinsonianas. El número de rotaciones  durante 15 
minutos a las 6 semanas post-lesión fue de 183 ± 9 (n=47). La latencia de caída en el Rota rod a las 
6 semanas post-lesión fue de 17 ± 2 segundos (n=8). En A, los resultados representan la media ± 
EEM de 24 animales IP-vehículo y 23 IP-LGF. En B, los resultados representan la media ± EEM 
de 4 animales IP-vehículo y 4 IP-LGF. *p ≤ 0,05, ** p≤0,01 y *** p≤0,005 vs grupo IP-vehículo. 






3.4 El factor de crecimiento de hígado activa a las células gliales y estimula la expresión 
de TNF-α en las ratas hemiparkinsonianas. 
 
3.4.1 Efectos del LGF sobre la activación de la glía en el estriado y en el 
mesencéfalo lesionados. 
 
Los resultados de los apartados de infusión intraestriatal y de infusión 
intracerebroventricular sugieren que las células gliales podrían mediar en los efectos 
neurorregenerativos y neurogénicos promovidos por el LGF en ratas lesionadas con 6-
OHDA. La proliferación celular, fenómeno que forma parte de la respuesta de activación 
de las células gliales, fue estudiada mediante el análisis por Western blot de la proteína 
PCNA. La expresión de PCNA incrementó un 60% en el estriado lesionado de las ratas del 
grupo IP-Vehículo en comparación con el estriado sano contralateral del mismo grupo de 
animales (Figura 28A). Resultados similares fueron observados en el grupo que recibió 
LGF durante tres semanas (IP-LGF). Sin embargo, la expresión de PCNA fue 
significativamente mayor en el estriado lesionado del grupo IP-LGF 48H en comparación 
con el estriado lesionado y el estriado sano contralateral del grupo IP-Vehículo (Figura 
28A). 
 
Para determinar si la administración IP de LGF podría estimular a la microglía se 
analizaron varios parámetros relacionados con la activación de este tipo celular. El 
transportador de glucosa Glut-5 es un marcador de las células microgliales (Payne y cols. 
1997). Los niveles de Glut-5  incrementaron significativamente en el estriado lesionado del 
grupo IP-LGF 48H (Figura 28B). Además, la expresión del marcador de microglía activada 
OX6 también fue significativamente mayor en el estriado lesionado de los animales del 
grupo IP-LGF 48H en comparación con lo observado en el estriado lesionado y en el 
estriado sano contralateral de los animales del grupo IP-Vehículo (Figura 28C). De manera 
similar, la inmunorreactividad frente a OX6 fue mayor en el parénquima estriatal lesionado 
del grupo IP-LGF 48H en comparación con lo hallado en el grupo IP-Vehículo (Figura 
29A y 29B). También se llevaron a cabo dobles inmunomarcajes frente a PCNA y OX6 
para determinar si la administración intraperitoneal de LGF era capaz de estimular la 
proliferación de las células gliales, Como se muestra en la figura 29A, en el estriado 
lesionado de los animales del grupo IP-Vehículo solamente se halló un pequeño número de 
células PCNA+ que a su vez comarcaron con OX6. Sin embargo, los animales del grupo  
Resultados 
112 
IP-LGF 48H presentaron un 20% de células doblemente marcadas para PCNA y OX6 en el 


























Figura 28. Expresión de PCNA, Glut-5 y OX6 en el estriado de animales hemiparkinsonianos 
tratados con LGF. Análisis por Western blot de la expresión de PCNA (A), Glut-5 (B) y OX6 (C) 
en el estriado sano de animales del grupo IP-Vehículo (barras grises) y en el estriado lesionado de 
los grupos: IP-Vehículo (barras blancas), IP-LGF 48H (barras rayadas en diagonal) e IP-LGF 
(barras negras). En D se muestran los Western blots representativos de las gráficas mostradas en A, 
B y C. Nótese el aumento de la expresión de PCNA, Glut-5 y OX6 en el estriado lesionado de  los 
animales del grupo IP-LGF 48H en comparación con lo observado en el estriado lesionado del 
grupo vehículo. Además, la administración crónica de LGF (IP-LGF) restauró la expresión de OX6 
a niveles similares a los del estriado sano del grupo IP-Vehículo (B). Los resultados representan la 
media ± EEM de 7 a 18 animales independientes. *p≤0,05 y **p≤0,01 vs grupo IP-vehículo 
lesionado. +p≤0,05 y +++p≤0,001 vs grupo IP-vehículo Sano. #p≤0,05 y ##p≤0,01 vs grupo IP-LGF 
48H. 
 
Por otro lado, la administración de LGF durante 3 semanas (grupo IP-LGF) no 
afectó a la expresión de Glut-5  y OX6  en el estriado lesionado comparado con los niveles 
de estas proteínas hallados en el estriado sano y lesionado del grupo IP-Vehículo (Figuras 
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28B y 28C, respectivamente). Estos resultados sugieren que la activación de la microglía 
estriatal es un evento temprano en la acción del LGF en las ratas lesionadas con 6-OHDA. 
Además, el tratamiento con LGF intraperitoneal tampoco afectó, en ninguno de los tiempos 
post-tratamiento estudiados, a la expresión de las proteínas PCNA, Glut-5 en el 
mesencéfalo lesionado de las ratas hemiparkinsonianas. Por otro lado, la expresión de OX6 
en el mesencéfalo lesionado incrementó, al igual que en el estriado, en el grupo IP-LGF 
48H (153±16,79; N=7) con respecto al resto de grupos (p≤0,05) y se redujo en un 61% en 
los animales IP-LGF (43,8±9,5; N=7) en comparación con el grupo IP-Vehículo 
(105±15,8; N=14) (p≤0,05), sugiriendo un posible papel anti-inflamatorio a largo plazo del 









Figura 29. Efectos de la administración de LGF sobre la activación y la proliferación de la 
microglía. Inmunofluorescencias frente a OX6 (rojo) y PCNA (verde) en el estriado lesionado del 
grupo IP-Vehículo (A) y en el estriado lesionado del grupo IP-LGF 48H (B). Nótese la existencia 
de un mayor número de células microgliales OX6+/PCNA+ en el grupo IP-LGF 48H  (C). Barra de 
la escala; 30 μm (A y B). 
 
Debido a que los resultados previos de administración ICV mostraron la capacidad 
del LGF a la hora de estimular a la astroglía, procedimos a evaluar los efectos de la 
administración intraperitoneal de este factor en este fenotipo glial. El aumento de la 
expresión de la proteína GFAP por parte de los astrocitos es una característica de la 
reactividad glial. La expresión de esta proteína en el estriado lesionado de los animales del 
grupo IP-Vehículo incrementó en un 70% en comparación con el estriado sano 
contralateral (Figura 30). Los animales que recibieron una única inyección de LGF y que 
fueron sacrificados a las 48 horas (IP-LGF 48H) mostraron una mayor expresión de GFAP 
en el estriado lesionado en comparación con lo hallado en el grupo IP-Vehículo (Figura 
30). Sin embargo, la expresión de la proteína GFAP en el estriado lesionado del grupo 
tratado a largo plazo con LGF (IP-LGF) disminuyó hasta alcanzar niveles similares a los 















El estudio inmunohistoquímico reveló que el tratamiento con LGF no afectó a la 
proliferación de los astrocitos ya que se observaron pocas células PCNA+/GFAP+ en el 
estriado lesionado tanto en el grupo IP-Vehículo (Figura 31A) como en el grupo IP-LGF 
48H (Figura 31B). No obstante, las células GFAP+ halladas en el estriado lesionado de las 
ratas del grupo IP-LGF 48H (Figura 31B) mostraron hipertrofia del cuerpo celular en 











Figura 31. Efectos de la administración de LGF sobre la astroglía. Inmunofluorescencias frente 
a GFAP (rojo) y PCNA (verde) en el estriado lesionado del grupo IP-Vehículo (A) y en el estriado 
lesionado del grupo IP-LGF 48H (B). Nótese la presencia de astrocitos GFAP+ con hipertrofia del 
cuerpo celular (B) en el estriado lesionado del grupo IP-LGF 48H. Sin embargo, se observaron 
pocas células PCNA+/GFAP+ en el estriado lesionado de ambos grupos. Barra de la escala; 15 μm 




Figura 30. Expresión de GFAP en el 
estriado de animales hemiparkinsonianos 
tratados con LGF. Análisis por Western 
blot de la expresión de GFAP en el estriado 
sano del grupo IP-Vehículo (barras grises) y 
en el estriado lesionado de los grupos: IP-
Vehículo (barras blancas), IP-LGF 48H 
(barras rayadas en diagonal) e IP-LGF 
(barras negras). Nótese la mayor expresión 
de GFAP en el grupo IP-LGF 48H en 
comparación con lo observado en el 
estriado lesionado del grupo vehículo. Los 
resultados representan la media ± EEM de 7 
a 18 animales independientes. **p≤0,01 vs 
grupo IP-vehículo lesionado. +++p≤0,001 vs 





Por otro lado, el análisis de la expresión de GFAP en el mesencéfalo lesionado de 
las ratas hemiparkinsonianas reveló que la administración intraperitoneal de LGF no 
modificó la expresión de esta proteína  en ninguno de los tiempos post-tratamiento 
estudiados (dato no mostrado). 
 
 
3.4.2 El LGF estimula la expresión de TNF-α en el estriado lesionado con             
6-OHDA. 
 
El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) es una citoquina sintetizada y liberada 
por la microglía activada (Wang y cols. 2003; Suzuki y cols. 2004), cuya regulación al alza 
está mediada por la actividad del LGF en el hígado de la rata (Díaz-Gil y cols. 2003). El 
análisis por Western blot reveló que los niveles de TNF-α en el estriado lesionado de las 
ratas del grupo IP-Vehículo aumentaron en un 25% en comparación con lo hallado en el 
estriado sano contralateral del mismo grupo de animales (Figura 32D). La expresión de 
esta citoquina también fue significativamente mayor en el estriado lesionado del grupo IP-
LGF 48H si se compara con los grupos IP-Vehículo Sano e IP-Vehículo lesionado (Figura 
32D). Sin embargo, la expresión de TNF-α en el estriado lesionado del grupo que fue 
tratado con  LGF durante 3 semanas (IP-LGF) se redujo a niveles similares a lo hallado en 
el estriado del grupo IP-Vehículo Sano (Figura 32D). Por otro lado, la administración 
intraperitoneal de LGF no produjo cambios en la expresión de TNF-α en el mesencéfalo de 
los animales tratados intraperitonealmente con LGF o vehículo (dato no mostrado). 
 
El análisis de la expresión de TNF-α mediante inmunohistoquímica mostró 
resultados similares. De este modo, se hallaron un mayor número de células positivas para 
TNF-α en el estriado lesionado del grupo IP-LGF 48H si se compara con lo hallado en la 
misma estructura del grupo IP-Vehículo (Figuras 32A y 32B). Además,  en el grupo 
experimental IP-LGF 48H, las células positivas para TNF-α también lo fueron para OX6 
(Figura 32C) y mostraron morfología de célula de microglía (Figura 32B, inserto), hecho 



























Figura 32. Efectos de la administración de LGF sobre la expresión de TNF-α. 
Inmunofluorescencias frente a TNF-α (verde) en el estriado lesionado de los grupos IP-Vehículo 
(A) e IP-LGF 48H (B). Nótese la existencia de un mayor número de células positivas para TNF-α 
en el estriado lesionado del grupo IP-LGF 48H (B) y como su morfología fue similar a la de la 
microglía (B, inserto). Las imágenes en C muestran células inmunopositivas para OX6 (rojo) y 
TNF-α (verde) en el estriado lesionado del grupo IP-LGF 48H. En D se muestra la expresión de 
TNF-α en el estriado sano (barra gris) y lesionado (barra blanca) del grupo IP-vehículo, y en el 
estriado lesionado de los grupos IP-LGF 48H (barra rayada en diagonal) y del grupo IP-LGF (barra 
negra). Nótese como la lesión con 6-OHDA incrementó la expresión de TNF-α, y como el 
tratamiento durante 3 semanas con LGF redujo la expresión de esta citoquina a niveles similares a 
los encontrados en el estriado sano del grupo IP-Vehículo. Los resultados representan la media ± 
EEM de 7 a 18 animales independientes. *p≤0,05 vs grupo IP-vehículo lesionado. +p≤0,05 y 
+++p≤0,001 vs grupo IP-Vehículo Sano. ##p≤0,01 vs grupo IP-LGF 48H. Barra de la escala; 50 μm 








3.4.3 Efectos del LGF sobre la activación de la glía y la expresión de TNF-α en  el 
estriado y el mesencéfalo sanos. 
 
El estudio de  los efectos de la administración intraperitoneal de LGF sobre la 
proliferación celular y la glía en el estriado sano contralateral a la lesión reveló un aumento 
significativo de la expresión de OX6, TNF-α, PCNA, GFAP y GLUT-5 en el estriado sano 
del grupo IP-LGF 48H (Figuras 33A, 33B, 34A, 34B, 34C y 34D respectivamente). Sin 
embargo, este efecto no fue observado en los estriados sanos tanto del grupo IP-Vehículo 
como del grupo que recibió LGF durante 3 semanas IP-LGF (Figuras 33A, 33B, 34A, 34B, 


















Figura 33. Efectos de la administración de LGF sobre la  activación de la microglía y la 
expresión de TNF-α en el estriado sano de animales lesionados con 6-OHDA.  Análisis por 
Western blot de la expresión de OX6 (A) y TNF-α (B) en los estriados sanos de los animales del 
grupo IP-Vehículo (barras grises), IP-LGF 48H (barras rayadas en diagonal) e IP-LGF (barras 
negras). Nótese el aumento de la expresión de OX6 en el estriado lesionado de  los animales del 
grupo IP-LGF 48H en comparación con lo observado en el resto de grupos experimentales. En B se 
muestra como la administración IP de LGF incrementó la expresión de TNF-α en el estriado sano 
del grupo IP-LGF 48H. Los resultados representan la media ± EEM de 6 a 16 animales 
independientes. +++p≤0,001 vs grupo IP-Vehículo Sano. ##p≤0,01 vs grupo IP-LGF 48H. 
 
También se llevó a cabo el análisis de la activación de la microglía en los 
mesencéfalos sanos contralaterales al hemisferio lesionado de los animales 
hemiparkinsonianos. Los resultados mostraron que la administración intraperitoneal de 
LGF incrementó la expresión de OX6 en el grupo de animales IP-LGF 48H si se compara 
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Figura 34. Expresión de PCNA, GFAP y Glut-5 en el estriado sano de animales 
hemiparkinsonianos tratados con LGF. Análisis por Western blot de la expresión de PCNA (A), 
GFAP (B) y GLUT-5 (C) en el estriado sano de los animales del grupo IP-Vehículo (barras grises), 
IP-LGF 48H (barras rayadas en diagonal) e IP-LGF (barras negras).  En D se muestran los Western 
blots representativos de las gráficas mostradas en A, B y C. Nótese el aumento de la expresión de 
PCNA, GFAP y GLUT-5 en el estriado sano de los animales del grupo IP-LGF 48H en 
comparación con lo observado en el estriado sano de los grupo IP-Vehículo e IP-LGF. Los 
resultados representan la media ± EEM de 7 a 18 animales independientes. ++p≤0,01+++p≤0,001 vs 
grupo IP-vehículo Sano. ##p≤0,01 y ###p≤0,001 vs grupo IP-LGF 48H. 
 
Por último, el análisis de la expresión de TNF-α, del marcador de proliferación 
celular (PCNA) y de los marcadores gliales GFAP y GLUT-5 en el mesencéfalo sano de 
los animales lesionados con 6-OHDA, mostró que el tratamiento con LGF intraperitoneal 
no produjo cambios significativos en ninguno de los tiempos post-tratamiento estudiados 

























3.5 Activación de las vía de señalización de MAPK/ERK1/2 y efectos sobre la 
fosforilación de CREB mediante el tratamiento con LGF. 
  
La ruta de transducción de señal mediada por MAPK/ERK regula varios procesos 
celulares  incluyendo la proliferación, la supervivencia y la diferenciación celular (Frebel y 
Wiese. 2006). Para determinar si esta ruta de señalización fue activada por la acción del 
LGF,  se llevó a cabo el análisis mediante Western blot del estriado y del mesencéfalo de 
ratas lesionadas con 6-OHDA que previamente habían sido tratadas con una única dosis de 
LGF IP o vehículo.  
 
La  lesión con 6-OHDA no afectó a los niveles de expresión de fosfo-ERK1/2 (P-
ERK1/2) y de ERK1/2 en el estriado. Sin embargo, veinticuatro horas después de la 
administración IP de LGF (grupo IP-LGF 24H), la expresión en el estriado lesionado de P-
ERK1 y P-ERK2 incrementó en un 270% y en un 160%, respectivamente, en comparación 
con lo observado en el estriado lesionado del grupo IP-Vehículo. Dado que el tratamiento 
con LGF no modificó los niveles de ERK1/2, las ratios P-ERK1/ERK1 (Figura 36A) y P-
ERK2/ERK2 (Figura 36B) también aumentaron significativamente en el estriado lesionado 
de los animales IP-LGF 24H. El análisis inmunohistoquímico de P-ERK1/2 confirmó estos 
resultados ya que el estriado lesionado del grupo IP-LGF 24H mostró mayor 
Figura 35. Efectos de la administración 
de LGF sobre la activación microglial en 
el mesencéfalo sano. Análisis por Western 
blot de la expresión de OX6 en el 
mesencéfalo sano de los animales de los 
grupos IP-Vehículo (barra gris), IP-LGF 
48H (barra rayada en diagonal) e IP-LGF 
(barra negra). Nótese el aumento de la 
expresión de OX6 en el estriado lesionado 
de  los animales del grupo IP-LGF 48H en 
comparación con lo observado en el resto de 
los grupos experimentales. Los resultados 
representan la media ± EEM de 7 a 11 
animales independientes. +++p≤0,001 IP-




inmunorreactividad para P-ERK1/2 que el estriado lesionado de los animales del grupo IP-


















Figura 36. Efectos de la administración de LGF sobre la fosforilación de ERK1/2 en el 
estriado. En A y B se muestra la relación P-ERK1/ERK1 (A) y P-ERK2/ERK2 (B) en el estriado 
sano de animales del grupo IP-Vehículo (barras grises) y en el estriado lesionado de los grupos: IP-
Vehículo (barras blancas), IP-LGF 24H (barras punteadas), IP-LGF 48H (barras rayadas en 
diagonal) e IP-LGF 72H (barras rayadas en vertical). Nótese como en el grupo IP-LGF 24H las 
ratios P-ERK1/ERK1 (A) y P-ERK2/ERK2 (B) aumentaron significativamente en comparación con 
el resto de grupos estudiados. En C y D se muestra la inmunotinción frente a P-ERK1/2 en el 
estriado lesionado del grupo IP-Vehículo (C) y en el estriado lesionado del grupo IP-LGF 24H (D). 
El grupo IP-LGF 24H (D) mostró mayor marcaje que el grupo IP-Vehículo (C). Nótese como 
algunas células P-ERK1/2 inmunopositivas mostraron la morfología de glía ramificada en el grupo 
IP-LGF 24H (Inserto en D).Los resultados representan la media ± EEM de 6 a 7 animales 
independientes. *p≤0,05 y **p≤0,01 vs grupo IP-Vehículo lesionado. +p≤0,05 y ++p≤0,01 IP-
Vehículo Sano. #p≤0,05 y ##p≤0,01 vs grupo IP-LGF 24H. Barra de la escala; 50 μm. 
 
La proteína de unión a elementos que responden a AMPc (CREB) es un factor de 
transcripción que requiere de una fosforilación crítica en la Ser133 necesaria para  la 
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activación transcripcional (Beitner-Johnson y cols. 2000). Un amplio rango de 
neurotransmisores y neuromoduladores, entre los que se incluyen los factores tróficos, 
convergen en CREB a la hora de regular la supervivencia neuronal mediante la activación 
de varias rutas de señalización celular como MAPK/ERK (Impey y cols. 1998; Roberson y 
cols. 1999; Sung y cols. 2001; Azadi y cols. 2007). Además, CREB es un importante 
regulador de la expresión de TH y de la expresión de genes inducida por neurotrofinas 
(Bonni y cols. 1995; Finkbeiner y cols. 1997; Theofilopoulos y cols. 2001).  
 
Para determinar si CREB podría ser un punto de convergencia en la acción del 
LGF, se llevaron a cabo análisis de la expresión de fosfo-CREB en el estriado y en el 
meséncefalo de animales lesionados con 6-OHDA los cuales fueron tratados mediante 
inyección intraperitoneal de vehículo ó LGF. Como se muestra en la figura 37A, la 
expresión de fosfo-CREB incrementó significativamente en el estriado lesionado de las 
ratas del grupo IP-LGF 72H en comparación con lo hallado en el resto de grupos. Sin 
embargo, la expresión de fosfo-CREB en el mesencéfalo lesionado no fue afectada por la 
administración intraperitoneal de LGF en ninguno de los grupos experimentales estudiados 
(dato no mostrado).  
 
El análisis inmunohistoquímico de fosfo-CREB aportó resultados similares dado 
que en el parénquima estriatal lesionado del grupo IP-LGF 72H  se observó mayor 
inmunorreactividad frente a fosfo-CREB en comparación con lo hallado en el estriado 
lesionado del grupo de animales IP-Vehículo (Figuras 37B y C). En cambio, no se hallaron 
diferencias en el marcaje frente a fosfo-CREB entre las SN lesionadas de los animales de 




















Figura 37. Efectos de la administración de LGF sobre la expresión de fosfo-CREB. Análisis 
por Western blot de la expresión de fosfo-CREB (A) en el estriado sano de animales del grupo IP-
Vehículo (barra gris) y en el estriado lesionado de los grupos: IP-Vehículo (barra blanca), IP-LGF 
24H (barras punteadas), IP-LGF 48H (barras rayadas en diagonal) e IP-LGF 72H (barras rayadas 
en vertical). La expresión de fosfo-CREB incrementó en el estriado lesionado de  los animales del 
grupo IP-LGF 72H (A) en comparación con lo observado en el resto de los grupos experimentales. 
Las dos microfotografías de la parte derecha del panel representan el inmunomarcaje frente a fosfo-
CREB en el estriado lesionado del grupo IP-Vehículo (C) y en el estriado lesionado del grupo IP-
LGF 72H (E). Nótese la existencia de un mayor número de células fosfo-CREB+ en el grupo IP-
LGF 72H (E) en comparación con el grupo IP-Vehículo (C). Los resultados representan la media ± 
EEM de 6 a 8 animales independientes. ***p≤0,001 vs grupo IP-Vehículo lesionado. +++p≤0,001 vs 
grupo IP-vehículo Sano. ###p≤0,001 vs grupo IP-LGF 72H. Barra de la escala; 50 μm (B y C). 
 
 Por otro lado, también se llevo a cabo el estudio de los efectos del LGF sobre la 
activación de ERK y CREB en el estriado sano contralateral a la lesión. Veinticuatro horas 
después de la administración IP de LGF (grupo IP-LGF 24H), la expresión en el estriado 
sano de P-ERK1 y P-ERK2 incrementó en un 260% y en un 180%, respectivamente, en 
comparación con lo observado en el estriado sano del grupo IP-Vehículo. Dado que el 
tratamiento con LGF no afectó a los niveles de ERK1/2, las ratios P-ERK1/ERK1 (Figura 
38A y D) y P-ERK2/ERK2 (Figura 38B y D) también aumentaron significativamente en el 
estriado sano de los animales IP-LGF 24H. Estos resultados fueron similares a los 
observados en el estriado lesionado del grupo IP-LGF 24H. La expresión de fosfo-CREB 
en el estriado sano de animales lesionados con 6-OHDA incrementó significativamente en 
el estriado sano de las ratas del grupo IP-LGF 72H en comparación con lo hallado en el 





















Figura 38. Efectos de la administración de LGF sobre la fosforilación de ERK1/2 y la 
expresión de fosfo-CREB en el estriado sano. En A y B se muestra la relación fosfo-
ERK1/ERK1 (A) y fosfo-ERK2/ERK2 (B) en el estriado sano de los grupos IP-Vehículo (barras 
grises),  IP-LGF 24H (barras punteadas), IP-LGF 48H (barras rayadas en diagonal) e IP-LGF 72H 
(barras rayadas en vertical). En C se muestra la expresión de fosfo-CREB en los mismos 
grupos experimentales. Nótese como el tratamiento con LGF incrementó la relación fosfo-
ERK1/ERK1 (A) y fosfo-ERK2/ERK2 en el grupo IP-LGF 24H, y la expresión de fosfo-CREB en 
el grupo experimental IP-LGF 72H. En D se muestran los Western blots representativos de las 
gráficas representadas en A, B y C. Los resultados representan la media ± EEM de 6 a 8 animales 
independientes. ++p≤0,01 y +++p≤0,001 IP-Vehículo Sano. ##p≤0,01 vs grupo IP-LGF 24H sano en 
A y B. ##p≤0,01 vs grupo IP-LGF 72H sano en C. 
 
 
 El análisis de la fosforilación de ERK y del factor de transcripción CREB en el 
mesencéfalo sano y lesionado de los animales hemiparkinsonianos, reveló que no se 
produjo activación de estas rutas de señalización mediante el tratamiento con LGF 





3.6 Efectos del LGF sobre la expresión de la proteína anti-apoptótica Bcl-2.  
 
Bcl-2 es una proteína anti-apoptótica cuya expresión puede ser regulada por las vía 
de señalización mediada por MAPK/ERK (Liu y cols. 1999). La expresión de Bcl-2 
incrementó en un 220 ± 60 %  en  el estriado lesionado del grupo IP-LGF 24H con 
respecto a lo observado en el estriado lesionado del grupo IP-Vehículo, mientras que los 
niveles de la proteína pro-apoptótica Bax permanecieron invariables en todos los grupos 
analizados. De este modo, la ratio Bcl-2/Bax fue significativamente mayor en el estriado 
lesionado del grupo IP-LGF 24H en comparación con lo hallado en el estriado lesionado 
del grupo IP-Vehículo (Figura 39A y 39D1).  
 
Tanto la expresión de Bcl-2 como la ratio Bcl-2/Bax incrementaron 
significativamente en el mesencéfalo lesionado del grupo IP-LGF 48H en comparación con 
el mesencéfalo lesionado y el mesencéfalo sano del grupo IP-Vehículo (Figura 39B y 
39D2). No se observaron cambios significativos en la ratio Bcl-2/Bax ni en el estriado ni 
en el mesencéfalo lesionados del grupo IP-LGF 72H ya que la expresión de estas proteínas 
no se vio afectada por el tratamiento con LGF en este tiempo experimental (Figuras 39A, 
39B, 39D1 y 39D2). 
  
 Tampoco se hallaron cambios en la expresión de Bcl-2 y en la ratio Bcl2/Bax en el 
estriado sano contralateral a la lesión de todos los grupos experimentales analizados en este 
estudio (dato no mostrado). Sin embargo, estos parámetros incrementaron 
significativamente en el mesencéfalo sano del grupo IP-LGF 48H en comparación con lo 
observado el mesencéfalo sano del grupo IP-Vehículo (Figura 39C y 39D3). Además, no 
se observaron cambios significativos en la ratio Bcl-2/Bax en el mesencéfalo sano del resto 
de grupos analizados (Figura 39C y 39D3). Los niveles de la proteína pro-apoptótica Bax 
permanecieron invariables en el mesencéfalo sano de todos los grupos estudiados (Figura 





























Figura 39. Efectos de la administración de LGF sobre la supervivencia celular en el estriado y 
en el mesencéfalo. (A): Análisis de la relación Bcl-2/Bax  en el estriado sano de los animales del 
grupo IP-Vehículo (barras grises) y en el estriado lesionado de los grupos: IP-Vehículo (barras 
blancas), IP-LGF 24H (barras punteadas) e IP-LGF 72H (barras rayadas en vertical). La ratio Bcl-
2/Bax en el grupo IP-LGF 24H (A) fue mayor en comparación con el resto de grupos estudiados. 
(B): Estudio de la relación Bcl-2/Bax  en el mesencéfalo sano de los animales del grupo IP-
Vehículo (barras grises) y en el mesencéfalo lesionado de los grupos: IP-Vehículo (barras blancas), 
IP-LGF 48H (barras rayadas en diagonal) e IP-LGF 72H (barras rayadas en vertical). La ratio Bcl-
2/Bax en el grupo IP-LGF 48H (B) fue mayor en comparación con el resto de grupos 
experimentales. (C): Análisis de la ratio Bcl-2/Bax  en el mesencéfalo sano de los animales de los 
grupos IP-Vehículo (barras grises), IP-LGF 24H (barras punteadas), IP-LGF 48H (barras rayadas 
en diagonal) e IP-LGF 72H (barras rayadas en vertical). La ratio Bcl-2/Bax en el grupo IP-LGF 
48H  fue mayor en comparación con el resto de grupos experimentales. En D1, D2 y D3 se 
muestran los Western blots representativos de las gráficas representadas en A, B y C 
respectivamente. Los resultados representan la media ± EEM de 6 a 14 animales independientes. 
**p≤0,01 vs grupo IP-Vehículo lesionado. +p≤0,05 y ++p≤0,01 IP-Vehículo Sano. ##p≤0,01 vs 
grupo IP-LGF 24H (A). #p≤0,05 IP-LGF 48H  (B). 
 
 Por otro lado, se llevó a cabo el estudio inmunohistoquímico de la expresión de 
Bcl-2 en las secciones coronales de la SNpc procedentes de los animales lesionados con   
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6-OHDA que fueron tratados con una única dosis de LGF ó vehículo. La lesión con la 
neurotoxina no afectó a la expresión de Bcl-2 en la SNpc de los grupos analizados (Figura 
40 A y 40B). Sin embargo, el número de células Bcl-2+ halladas en la SNpc lesionada del 
grupo IP-LGF 48H fue significativamente mayor en comparación con lo observado en la 






























Figura 40. Estudio inmunohistoquímico de la expresión de Bcl-2 en la SNpc de los animales 
tratados con LGF. Las imágenes en A, B y D muestran la inmunotinción frente a Bcl-2 en la 
SNpc sana de los animales del grupo IP-Vehículo (A) y en la SNpc lesionada de los grupos IP-
Vehículo (B) e IP-LGF 48H (D). La SNpc fue delimitada en las secciones coronales previamente 
teñidas frente  a TH (área delimitada en A, ver material y métodos). Barra de la escala; 500 μm (A) 
y 50 μm (B y D). En C se representa el número de células Bcl-2+ halladas en la SNpc sana de los 
animales del grupo IP-Vehículo (barra gris) y en la SNpc lesionada de los grupos IP-Vehículo 
(barra blanca) e IP-LGF 48H (barra rayada en diagonal). Nótese el incremento significativo del 
número de células Bcl-2+ en el grupo IP-LGF 48H. Los resultados representan la media  ± EEM de 
4 a 6 animales independientes. ***p≤0,001 vs grupo IP-Vehículo lesionado y +++p≤0,001 IP-







4. IMPLANTES DE CÉLULAS MADRE NEURALES E INFUSIÓN DE LGF 
 
 
4.1 Efectos de la infusión IS de LGF  sobre la distribución de las células madre neurales 
implantadas. 
 
Las células madre neurales (CMN) están consideradas como posibles candidatas 
para su uso en terapias de reemplazo celular en patologías del sistema nervioso por su 
capacidad de autorrenovación y de diferenciación in vitro, pero su uso en la EP sigue sin 
ser efectivo debido a la reducida tasa de supervivencia y de diferenciación de los 
implantes. Varios estudios sugieren que la co-administración de factores neurotróficos 
mejoran la eficiencia de los implantes de CMN (Rosenblad y cols. 1996; Liu y Huang. 
2007). Debido a que los resultados de los apartados previos indican que el LGF tiene 
capacidad neurogénica y de estimular mecanismos de supervivencia celular se llevaron a 
cabo una serie de experimentos de coadministración de CMN y LGF en ratas lesionadas 
con 6-OHDA.  
 
Los animales recibieron los implantes de CMN en el estriado denervado en 
combinación con la infusión intraestriatal durante 15 días de vehículo (IS-vehículo-6-
OHDA-CÉLULAS) ó de LGF 160 ng/día/rata (IS-LGF-6-OHDA-CÉLULAS). En el grupo 
de animales IS-vehículo-6-OHDA-CÉLULAS, la mayoría de las células implantadas, 
analizadas por inmunotinción frente a BrdU, estaban distribuidas en toda la superficie 
estriatal mostrando una mayor densidad en la zona de inyección y en el parénquima 
estriatal adyacente (Figura 41A). Además, las células implantadas fueron capaces de 
migrar caudalmente unos 2 mm desde  la zona de implante, ocupando el área mas ventral 
del estriado, el globo pálido, la cápsula interna y el tálamo adyacente. En el parénquima 
estriatal, las células implantadas BrdU+ estaban localizadas dentro de los paquetes de 
axones mielinizados, próximas a neuronas β -tubulina III+ estriatales, mostrando una 
morfología parecida a la de las células satélite gliales que rodean a las neuronas de los 
ganglios dorsales (Figura 41E). Las células implantadas también fueron halladas en la ZSV 
(Figura 41C) y en asociación con los vasos sanguíneos positivos para laminina (Figura 
41F). La infusión intraestriatal de LGF no afectó ni a la distribución ni a la localización de 
las CMN implantadas en el estriado. Sin embargo, en el nivel donde se localizó la 
inyección del implante, el parénquima estriatal de los animales del grupo IS-LGF-6-
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OHDA-CÉLULAS mostró significativamente un mayor número de células BrdU+ 
implantadas en comparación con el grupo IS-vehículo-6-OHDA-CÉLULAS (Figura 42A). 
Este efecto no fue observado al analizar el número de células BrdU+ halladas en regiones 
posteriores del estriado [102 ± 46 (n=3) y 80 ± 32 (n=4) células BrdU+/mm2 en el grupo  
















Figura 41. Distribución de las CMN implantadas en el estriado de ratas lesionadas con  6-
OHDA. Dos semanas después del fin de la infusión IS de vehículo se realizó la inmunotinción para 
BrdU en toda la superficie estriatal  (A y B, verde) y en la ZSV (C, verde), hallándose la mayor 
intensidad de marcaje en la zona de la inyección del implante (A, verde). En D, E y F se muestra el 
doble inmunomarcaje para BrdU (D, verde, E y F, rojo), nestina (D, rojo), β-tubulina III (E, verde), 
o laminina (F, verde). Nótese que en el parénquima estriatal varias células BrdU+ fueron a su vez 
nestina+ (D, flechas  blancas discontínuas) y como las células implantadas se distribuyeron en los 
paquetes de axones mielinizados (B, puntas de flechas blancas), alrededor de las neuronas β-
tubulina III+ (E, flechas) y en los vasos sanguíneos laminina+ (F). PAM, paquetes de axones 
mielinizados; Str, estriado; VL, Ventrículo Lateral; ZSV, zona subventricular. Barra de la escala; 
50 μm (A y B) y 25 μm (C-F). 
 
 
Para determinar si la existencia de una lesión en la vía dopaminérgica facilita la 
capacidad del LGF para incrementar el número de células BrdU+ implantadas en el 
estriado, un grupo de animales sanos recibió un implante de CMN en combinación con la 
infusión intraestriatal durante 15 días de vehículo (IS-vehículo-SANAS-CÉLULAS) ó de 
LGF (IS-LGF-SANAS-CÉLULAS). De manera similar a lo hallado en el estriado 
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lesionado, el número de células BrdU+ fue significativamente mayor en el estriado de los 































Figura 42. Efectos de la infusión intraestriatal de LGF sobre la supervivencia y la 
diferenciación de las CMN implantadas. Las CMN marcadas con BrdU fueron implantadas en el 
estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA (A, C y D-G) y de ratas sanas (B). Acto seguido, se inició 
la infusión intraestriatal durante 15 días de vehículo (barras blancas) ó de LGF (barras negras). El 
estudio de la zona de implante (zona 2, +1.0 mm desde bregma) reveló que la infusión IS de LGF 
incrementó significativamente el número de células implantadas BrdU+ en el estriado del grupo IS-
LGF-6-OHDA-CÉLULAS (A) y en el grupo IS-LGF-SANAS-CÉLULAS (B). En C se muestra el 
porcentaje de células implantadas BrdU+ que se diferenciaron hacia neuronas maduras NeuN+ (C, 
neuronas) ó mostraron un fenotipo endotelial (C, endotelio) en el estriado de ratas lesionadas con 6-
OHDA. Nótese el incremento significativo del número de células con fenotipo endotelial en el 
grupo IS-LGF-6-OHDA-CÉLULAS. Los paneles de D a G muestran la inmunotinción para BrdU 
(D, verde y F, rojo), NeuN (E, rojo), y laminina (G, verde). Nótese como en el estriado lesionado 
de las ratas del grupo IS-vehículo-6-OHDA-CÉLULAS,  varios núcleos BrdU+ fueron a su vez 
NeuN+ (D y E, puntas de flecha blancas) y como las células implantadas localizadas en los vasos 
sanguíneos mostraron morfología endotelial (G y F, flechas blancas). Los resultados representan la 
media ± EEM de 3 a 5 animales independientes. *p≤0, 05 vs los grupos IS-vehículo-6-OHDA-






4.2 Estudio de los fenotipos celulares derivados de las CMN implantadas. 
 
La proteína nestina es expresada por las CMN y por los precursores neurales 
indiferenciados (Reimers y cols. 2001; Lobo y cols. 2003; Bazan y cols. 2004). Como se 
muestra en la figura 41D, solamente se halló un pequeño número de células implantadas 
BrdU+ que comarcaron con nestina tanto en el estriado lesionado del grupo IS-vehículo-6-
OHDA-CÉLULAS como en el estriado lesionado del grupo  IS-LGF-6-OHDA-
CÉLULAS. Para determinar si las CMN implantadas podían diferenciarse hacia diferentes 
tipos celulares se llevaron a cabo dobles inmunomarcajes frente a BrdU y marcadores 
neurales y no neurales. Tanto los animales del grupo IS-vehículo-6-OHDA-CÉLULAS 
como los del grupo IS-LGF-6-OHDA-CÉLULAS mostraron células BrdU+ que 
coexpresaron DCX (Figura 43A) ó β -tubulina III (Figura 43B). Además, alrededor del 
12% de células implantadas BrdU+ observadas en ambos grupos experimentales fueron a 
su vez NeuN+ (Figura 42C, D y E). Estos resultados indican que en el estriado denervado 
de las ratas lesionadas con 6-OHDA puede tener lugar la diferenciación de las CMN hacia 
fenotipos neuronales.  
 
Las células implantadas BrdU+ también fueron capaces de diferenciarse hacia los 
fenotipos gliales presentes en el sistema nervioso central adulto ya que se hallaron células 
BrdU+ que comarcaron con GFAP (Figura 43D) o con el marcador de oligodendrocitos 
RIP  (Figura 43E) en el estriado lesionado del grupo IS-vehículo-6-OHDA-CÉLULAS  y 
en el del grupo IS-LGF-6-OHDA-CÉLULAS. Por otro lado, el 23 ± 5,6% (n=6) de las 
células BrdU+ halladas expresaron a su vez IB4 y mostraron morfología de microglía 
(Figura 43F). En el nivel de la cánula se localizaron varias células BrdU+/IB4+ con la 
apariencia de macrófagos activados y con abundantes lisosomas en su citoplasma (Figura 
43C). Estos resultados reflejan la capacidad de las CMN implantadas para diferenciarse 
hacia fenotipos celulares derivados del sistema hematopoyético. 
 
En el apartado anterior se menciona la frecuente localización de las células 
implantadas BrdU+ en las proximidades de los vasos sanguíneos. Un número significativo 
de estas células se integró en los vasos sanguíneos mostrando una morfología similar a la 
de las células endoteliales (Figura 42F). Debido a que estas células fueron localizadas en 
las paredes de los vasos sanguíneos positivos para laminina (Figura 42G), podemos 
proponer que las CMN implantadas pudieron diferenciarse hacia un fenotipo endotelial. 
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Cabe destacar que estas células fueron halladas tanto en vasos sanguíneos grandes, los 
cuales probablemente ya estaban presentes en el parénquima estriatal antes de realizarse el 
implante, como en vasos mas pequeños que podrían ser de nueva generación debido a su 
localización próxima a la zona de inyección del implante. En el parénquima estriatal de los 
animales de los grupos IS-vehículo-6-OHDA-CÉLULAS e IS-LGF-6-OHDA-CÉLULAS 
se hallaron células BrdU+ dentro de los vasos sanguíneos, pero el número de células que 
mostraron la morfología de células endoteliales fue significativamente mayor  en el grupo 


























Figura 43. Fenotipos celulares neurales y no neurales derivados de las CMN implantadas en 
el estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA. Las células derivadas de las neuroesferas y 
marcadas con BrdU fueron implantadas en el estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA (A, verde, 
B-F rojo). A continuación, se inició la infusión durante 15 días de vehículo  en el estriado lesionado 
(IS-vehículo-6-OHDA-CÉLULAS). Dos semanas después del fin de la infusión, se observó que las 
células implantadas BrdU+ coexpresaron los marcadores neuronales DCX (A, rojo) y β-tubulina III 
(B, verde). Además, las células implantadas se diferenciaron a astrocitos GFAP+ (D, verde, puntas 
de flecha) y a oligodendrocitos RIP+ (E, verde, flechas). En C y F se muestra como una población 
de células implantadas BrdU+ comarcó con Isolectina IB4 mostrando morfología de macrófagos 






4.3 Efectos de las CMN implantadas sobre la conducta rotacional y la inervación 
positiva para tirosina hidroxilasa. 
 
 La conducta rotacional inducida por apomorfina del grupo de animales IS-vehículo-
6-OHDA-CÉLULAS disminuyó significativamente 3 semanas después del inicio de la 
infusión en comparación con el grupo lesionado con 6-OHDA que solo recibió la infusión 
intraestriatal de vehículo y en el cual no hubo implante de CMN (IS-vehículo-6-OHDA) 
(Figura 44). Cabe destacar que en el grupo IS-LGF-6-OHDA-CÉLULAS la conducta 
rotacional se redujo notablemente en comparación con los grupos IS-vehículo-6-OHDA e 














Figura 44. Efectos de la coadministración de LGF y CMN sobre la conducta rotacional  de las 
ratas hemiparkinsonianas. Estudio de la conducta rotacional inducida por apomorfina de los 
animales de los grupos IS-vehículo-6-OHDA (barras grises), IS-vehículo-6-OHDA-CÉLULAS 
(barras blancas) e IS-LGF-6-OHDA-CÉLULAS (barras negras). Nótese como la conducta 
rotacional mejoró en el grupo IS-LGF-6-OHDA-CÉLULAS. Los resultados representan la media ± 
EEM de 3 a 8 animales independientes. +p ≤ 0,05 y ++p ≤ 0,01 vs grupo IS-vehículo-6-OHDA. *p ≤ 
0.05 y **p ≤ 0,01  vs el grupo IS-vehículo-6-OHDA-CÉLULAS. 
 
 
Para determinar si la mejoría en la conducta rotacional fue debida a un incremento 
en la inervación dopaminérgica y/o a la diferenciación de las CMN implantadas hacia 
neuronas catecolaminérgicas, se llevaron a cabo dobles inmunomarcajes frente a TH y 
BrdU en el estriado lesionado de los animales pertenecientes a los grupos  IS-vehículo-6-
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OHDA-CÉLULAS e IS-LGF-6-OHDA-CÉLULAS. Como se muestra en el apartado de 
infusión intraestriatal, los estriados de ratas lesionadas unilateralmente con 6-OHDA que 
no recibieron ni implantes de CMN ni infusiones intracerebrales no presentaron neuronas 
TH+ y únicamente el 5,5 ± 1,9% de la estructura mostró inervación TH+. Se observaron 
resultados similares en el estriado de los animales del grupo IS-vehículo-6-OHDA donde 
solamente el 4,0 ± 1,3% de la estructura mostró inervación TH+, en comparación con el 
grupo de ratas sanas (Figuras 45A y 45B). Ninguno de los animales de los grupos 
experimentales analizados mostraron neuronas TH+ / BrdU+ en el estriado, sugiriendo que 
las CMN implantadas en el estriado de ratas lesionadas con 6-OHDA no fueron capaces de 
diferenciarse hacia neuronas con fenotipo dopaminérgico. Sin embargo, el estriado de las 
ratas pertenecientes al  grupo IS-vehículo-6-OHDA-CÉLULAS mostró un 23 ± 7% de la 
estructura con inervación TH+ (Figuras 46A y 45C), en comparación con el estriado del 
grupo IS-vehículo-6-OHDA. Los animales del grupo IS-LGF-6-OHDA-CÉLULAS 
también presentaron un ligero incremento de la inervación TH+ en el estriado lesionado 
pero no se observaron diferencias significativas al compararse con el grupo IS-vehículo-6-














Figura 45. Estudio de la expresión de TH en el estriado de animales con implantes de CMN. 
Inmunotinción frente a TH en el estriado de los grupos IS-vehículo-SANAS-CÉLULAS (A), IS-
vehículo-6-OHDA (B) e IS-vehículo-6-OHDA-CÉLULAS (C). Nótese como en el grupo IS-
vehículo-6-OHDA-CÉLULAS se observó una mayor densidad de terminales TH+ que el grupo IS-





El porcentaje de área estriatal ocupada por inervación TH+ fue dependiente de la 
zona donde fueron halladas las CMN e independiente de que la infusión intraestriatal fuese 
de vehículo ó LGF. De este modo, las ratas lesionadas con 6-OHDA, en las que implante 
de CMN se halló en el nivel +1,0 mm desde Bregma, mostraron una mayor inervación 
TH+ en comparación con los animales en los que el implante fue localizado a +0,2 mm 
desde Bregma (Figura 46B).  
 
 Como se muestra en el apartado de infusión intraestriatal de LGF, las ratas 
lesionadas unilateralmente con 6-OHDA muestran una pérdida significativa en el número 
de neuronas TH+ de la SNpc. De igual modo, se hallaron escasas neuronas TH+ en la 
SNpc lesionada de las ratas de los grupos IS-vehículo-6-OHDA-CÉLULAS (1 ± 0,6 
células TH+/sección) (n=3) e IS-LGF-6-OHDA-CÉLULAS (1,3 ± 1,3 células 



























Figura 46. Efectos de las CMN 
implantadas y de la infusión de LGF 
sobre  la expresión de TH en el 
estriado de ratas lesionadas con         
6-OHDA. En A se muestra el porcentaje 
de inervación TH+ hallada en el estriado 
lesionado de los grupos IS-vehículo-6-
OHDA-CÉLULAS (barras blancas),   
IS-LGF-6-OHDA-CÉLULAS (barras  
negras) y en el grupo IS-vehículo-6-
OHDA (barras grises). En B se muestra 
como  la inervación TH+ en el estriado 
lesionado del grupo IS-vehículo-6-
OHDA-CÉLULAS dependió de la zona 
en donde tuvo lugar el implante de las 
CMN (C, flechas negras). De este modo, 
la inervación TH+  observada en el 
estriado fue mayor en aquellos animales 
en los que el implante fue hallado en la 
zona 2 (+1,0 mm desde Bregma) que en 
los animales donde el implante se 
localizó en la zona 3 (+0,2 mm desde 
Bregma). Los resultados representan la 
media ± EEM de 3 a 8 animales 





















































































1. EFECTOS DEL LGF SOBRE LOS MARCADORES DOPAMINÉRGICOS Y LA 
FUNCIÓN MOTORA. 
 
 Los resultados de la administración intraestriatal (IS) e intraperitoneal (IP) de LGF 
muestran que este factor es capaz de incrementar la inervación TH+ y la expresión de esta 
proteína en el estriado de ratas lesionadas con  6-OHDA. Además, los resultados ponen de 
manifiesto la capacidad de las CMN para estimular el crecimiento de los terminales TH+ 
estriatales. El tratamiento con LGF IP también fomenta la expresión de DAT en el estriado 
y protege parcialmente a las neuronas dopaminérgicas de la SN del daño inducido por la 
neurotoxina. Por otro lado, tanto la administración IS e IP como la coadministración de 
LGF y CMN, mejoran la conducta rotacional inducida por apomorfina en este modelo 
experimental de EP. 
 
La administración de LGF en el estriado podría proteger a las neuronas 
dopaminérgicas de la SN de la muerte celular. Este tipo de efecto ya ha sido previamente 
descrito para otras sustancias como el BDNF, GDNF ó VEGF en animales lesionados con 
6-OHDA (Levivier y cols. 1995; Kirik y cols. 2001; Ogunshola y cols. 2002; Yasuhara y 
cols. 2004).  En el caso del VEGF, los últimos autores demostraron una significativa 
preservación tanto de las neuronas TH+ en la SN como de las fibras TH+ en el estriado 
(Yasuhara y cols. 2004). Los resultados de la administración IS de LGF revelan que tanto  
en el grupo control de la lesión como en el grupo IS-vehículo, solo un 5% del área del 
estriado lesionado mostró inervación TH+; mientras que el grupo IS-LGF mostró 
inmunorreactividad frente a TH en el 50% del área estriatal de las secciones coronales 
estudiadas. Además, la administración IP de este factor también fue capaz de fomentar 
tanto la inervación TH+ como la expresión de esta proteína en el estriado lesionado con 6-
OHDA e incluso preservó parcialmente a las neuronas dopaminérgicas de la SN de los 
efectos nocivos de esta toxina. Sin embargo, la infusión IS de LGF no protegió a estas 
neuronas de la degeneración inducida por la 6-OHDA ya que la cantidad observada de 
estas células fue similar tanto el grupo control de la lesión como en los animales con 
infusión IS de LGF o vehículo. De este modo, los resultados de la administración IS e IP  
de LGF ponen de manifiesto la capacidad de este factor para promover el crecimiento de 
los terminales dopaminérgicos que persisten en el estriado tras la lesión con 6-OHDA, 
independientemente de la existencia o no de un efecto neuroprotector en la SN.   




El hecho de que los animales tratados con LGF tuvieran una significativa mejoría 
en la coordinación motora, y en la conducta rotacional inducida por apomorfina está en 
concordancia con la capacidad mostrada por este factor para restaurar parcialmente los 
niveles de dopamina en el estriado lesionado. En este sentido,  también hay que mencionar 
que el transportador DAT que se localiza en los terminales dopaminérgicos, está implicado 
en la recaptura de la dopamina y se utiliza como marcador para evaluar la integridad del 
sistema dopaminérgico (Afonso-Oramas y cols. 2009; Liu y cols. 2009; Frye y cols. 2010; 
Smith y cols. 2011). Como se muestra en el apartado 3 de resultados, la administración IP 
de LGF previno la reducción de la inmunorreactividad y de la expresión de DAT, ejercida 
por la 6-OHDA en el estriado lesionado. Además, la administración IP de LGF fomenta el 
tráfico de DAT en las neuronas dopaminérgicas ya que en los animales tratados 
crónicamente con este factor la expresión de DAT se localizó en los terminales TH+, al 
contrario de lo hallado en los animales tratados con vehículo, donde la inmunorreactividad 
frente a DAT se  halló confinada en pequeños puntos que probablemente representaban 
botones sinápticos. Sin embargo, es necesario llevar a acabo experimentos a largo       
plazo para determinar si el LGF, infundido intraestriatalmente o administrado 
intraperitonealmente, es capaz de restaurar completamente el metabolismo dopaminérgico 
y el comportamiento motor en animales lesionados con 6-OHDA. En resumen, la infusión  
IS de LGF únicamente induce el crecimiento de los terminales estriatales TH+, mientras 
que la administración IP del factor induce un efector neuroprotector tanto en las neuronas 
dopaminérgicas de la SN como en los terminales TH+ del estriado lesionado con 6-OHDA. 
 
Muchos trabajos proponen que la administración intracerebral de factores tróficos 
potencia la neurogénesis tanto en el cerebro sano (Craig y cols. 1996; Kuhn y cols. 1997; 
Zigova y cols. 1998; Pencea y cols. 2001; Jin y cols. 2002) como en el cerebro dañado 
(Fallon y cols. 2000; Sun y cols. 2003; Cooper y Isacson. 2004). Además, existen estudios 
que podrían indicar la existencia de neurogénesis en la SN de ratas adultas lesionadas con 
6-OHDA (Zhao y cols. 2003). La generación de nuevas neuronas dopaminérgicas podría 
explicar el incremento de la inervación TH+ observado después de la administración IS ó 
IP de LGF en el estriado de los animales lesionados con 6-OHDA. El doble 
inmunomarcaje mostró pocas células β -tubulina III+/BrdU+ en los estriados de los 
animales con infusión IS de LGF o vehículo; tampoco se hallaron células TH+ en los 
estriados de estos animales. Por consiguiente, no se observaron nuevas  neuronas TH+ en 
Discusión 
139 
los animales IS-LGF 15d después de 2 semanas de infusión del factor. Además, tampoco 
se localizaron neuronas TH+/BrdU+ en el estriado de los animales con infusión IP de LGF 
ni se hallaron nuevas neuronas dopaminérgicas en la SN lesionada de los animales con 
administración IP ó IS de LGF, hecho que indica la ausencia de neurogénesis 
dopaminérgica en ambas regiones vinculada a la acción del LGF cuando éste es 
administrado en el estriado o de manera intraperitoneal. En el apartado 4 de resultados, se 
muestra que el LGF incrementa la supervivencia de los precursores neurales implantados 
en el estriado lesionado de animales hemiparkinsonianos. La administración IP de LGF 
protege a las neuronas dopaminérgicas localizadas en la SN del hemisferio lesionado con 
6-OHDA. Esta protección frente a la neurotoxicidad podría efectuarse de modo similar a lo 
anteriormente comentado sobre los efectos del GDNF y el VEGF en ratas lesionadas con 
6-OHDA (Kirik y cols. 2001; Ogunshola y cols. 2002; Yasuhara y cols. 2004; Cohen y 
cols. 2011).  
  
 De manera similar a lo observado en los experimentos de administración IS e IP de 
LGF, no se observaron nuevas neuronas TH+/BrdU+ a los 7, 15 ó 30 días después del 
inicio de la infusión ICV de LGF. Tampoco se observaron mejorías en la conducta 
rotacional relacionadas con la administración ICV del factor. Debido a que las ratas que 
recibieron la administración IS e IP de LGF mostraron una mayor inmunorreactividad 
frente a TH y una mejoría en la conducta rotacional y que la infusión ICV promovió la 
aparición de nuevas neuronas NeuN+/BrdU+ y DCX+/BrdU+, es necesario realizar 
experimentos con un período de postinfusión ICV de LGF mas largo para así determinar si 
las nuevas neuronas generadas pueden adquirir el fenotipo dopaminérgico capaz de 
mejorar la función motora en las ratas lesionadas con 6-OHDA. Además, las neuronas de 
nueva generación pueden requerir de señales adicionales procedentes del mesencéfalo o 
del cerebro anterior  para diferenciarse a neuronas dopaminérgicas maduras, como se ha 
sugerido en trabajos en los que se ha llevado a cabo la infusión intracerebral de TGF-α (de 
Chevigny y cols. 2008).  
 
Los implantes de CMN se diferenciaron a neuronas, pero no se observaron 
neuronas TH+ que hubiesen derivado a partir de las células implantadas, en ninguna de las 
condiciones experimentales analizadas en este estudio. Bajo condiciones específicas, las 
CMN con las que trabajamos en nuestro laboratorio son capaces de diferenciarse hacia 
neuronas TH+ in Vitro (Lopez-Toledano y cols. 2004; Calatrava-Ferreras y cols. 2012). 
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Los resultados indican que el estriado lesionado carece de las señales necesarias para que 
tenga lugar el proceso de diferenciación de las CMN hacia neuronas dopaminérgicas. Un 
hallazgo destacable fue que la inervación TH+ en el estriado fue mayor cuando las CMN 
fueron localizadas en niveles anteriores (Zona 2, +1.0 mm desde bregma), en comparación 
con lo hallado cuando los implantes fueron mas posteriores (Zona 3, +0,2 mm desde 
Bregma). Además,  hay trabajos que proponen la capacidad de los implantes de 
progenitores neurales a la hora de liberar factores neurotróficos y de ejercer efectos 
positivos en el estriado, la SN y en la conducta rotacional de las ratas hemiparkinsonianas 
(Wei y cols. 2007; Haas y cols. 2008). De este modo, teniendo en cuenta que muchas de 
las neuronas dopaminérgicas de la SN proyectan hacia zonas anteriores del estriado 
(Gerfen y Wilson. 1996; Merello y Cammarota. 2000),  la presencia de las CMN 
implantadas en estas áreas podría explicar el incremento en la inervación TH+ y la mejora 
funcional observada en nuestro estudio.  
 
Los resultados del apartado 4 también indican que la conducta rotacional inducida 
por apomorfina mejoró en los animales lesionados con 6-OHDA que recibieron el implante 
de CMN, hecho que también ha sido constatado en otros estudios (Zhu y cols. 2009). 
Varias células implantadas fueron localizadas en las proximidades de neuronas estriatales 
mostrando una localización similar a la de las células satélite gliales del sistema nervioso 
periférico. Dado que las células satélite gliales son capaces de sintetizar neurotrofinas 
(Wetmore y Olson. 1995), se podría argumentar que las CMN implantadas actúan como 
una fuente de factores tróficos para las neuronas estriatales y por tanto son capaces de 
mejorar su función. Otra posibilidad podría ser que las nuevas neuronas generadas podrían 
haber sustituido parcialmente a las neuronas estriatales afectadas por la ausencia de 
dopamina debida a la lesión con 6-OHDA. Además,  la conducta rotacional mejoró 
significativamente en los animales con implante de CMN e infusión intraestriatal de LGF, 
efecto que también fue observado en los animales que únicamente recibieron la 
administración IS o IP de LGF. Los resultados de coadministración de LGF y CMN 
también indican que el factor puede inducir la diferenciación de las células implantadas  
hacia el fenotipo endotelial ya que una pequeña proporción de estas células mostró 
morfología similar a la de las células endoteliales y fue marcada con anticuerpos anti-
laminina. Además, el LGF es capaz de estimular la síntesis del VEGF (Martín-Hidalgo y 
cols. 2007a), cuyo papel como estimulador de la angiogénesis ha sido ampliamente 
referido por otros autores (Ferrara y cols. 2003; Rosenstein y Krum. 2004; Yasuhara y 
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cols. 2004). Este efecto angiogénico pudo derivar en una mejor irrigación del tejido 
huésped y en un mayor aporte de factores neurotróficos (Dong y cols. 2007). Estos 
resultados revelan la capacidad del LGF y de las CMN implantadas para generar nuevos 
vasos sanguíneos los cuales podrían jugar un papel importante en la regeneración del tejido 
cerebral dañado. Por otro lado, el LGF pudo también mejorar la funcionalidad de las 
neuronas dopaminérgicas restantes mediante la estimulación de la síntesis de factores 
tróficos implicados en la supervivencia y/o en la función de estas neuronas (Yasuhara y 
cols. 2004; Jiang y cols. 2006). 
 
En resumen, los resultados indican que ninguna de las condiciones experimentales 
han podido dar lugar a la generación de neuronas dopaminérgicas. Sin embargo, tanto la 
administración IS o IP de LGF como los implantes de CMN podrían favorecer la 
generación de un microambiente capaz de propiciar la reinervación de los terminales 
dopaminérgicos estriatales y la subsiguiente mejoría a nivel motor observada en los 






















2. EL LGF COMO INDUCTOR DE LA PROLIFERACIÓN CELULAR Y LA 
NEUROGÉNESIS. EFECTOS DE LA COADMINISTRACIÓN DE CMN Y LGF.  
 
2.1  Papel del LGF en la proliferación celular y la neurogénesis. 
 
 Los resultados de la infusión ICV indican que el LGF estimula la proliferación 
celular de los precursores neuronales de la ZSV y la invasión, por parte de estos 
precursores, del estriado denervado de ratas lesionadas con 6-OHDA. Además, el estudio 
de la administración IS de LGF junto con los implantes de CMN muestran que estas 
células son capaces de sobrevivir en el estriado denervado de ratas lesionadas con 6-
OHDA. Las CMN implantadas mantuvieron su pluripotencialidad, de este modo pudieron 
diferenciarse a neuronas y glía, así como a endotelio y a células del linaje hematopoyético, 
tales como  macrófagos y microglía. 
 
Las células madre neurales, con capacidad de autorrenovación y potencial para 
generar varios linajes, persisten en la ZSV del cerebro anterior adulto de los mamíferos. La 
administración in vivo de factores tróficos como EGF, TGF-α o VEGF y neurotrofinas, 
incrementa la expansión de las CMN (Craig y cols. 1996; Kuhn y cols. 1997; Schanzer y 
cols. 2004), promueve la neurogénesis en el cerebro sano (Palmer y cols. 1999; Pencea y 
cols. 2001; Jin y cols. 2002) y en el cerebro dañado (Fallon y cols. 2000; Teramoto y cols. 
2003; Cooper y Isacson. 2004; Mohapel y cols. 2005; Wang y cols. 2007b). La 
administración ICV de LGF incrementó la expresión de PCNA y nestina en la ZSV 
adyacente al ventrículo lateral infundido. Existen estudios que demuestran que la inserción 
de una cánula en el ventrículo lateral incrementa la proliferación celular en la ZSV 
(Weinstein y cols. 1996), sugiriendo que esta proliferación puede ser debida al daño 
mecánico ejercido en esta zona. Los resultados muestran que la infusión ICV de vehículo 
también incrementó la inmunotinción frente a PCNA en la ZSV de las ratas 
hemiparkinsonianas. Sin embargo, el nivel de proliferación celular fue menor que el 
detectado después de la infusión de LGF. Bajo estas condiciones experimentales, la 
infusión ICV de LGF también estimuló la expresión de nestina en la ZSV en las ratas 
lesionadas con 6-OHDA. Debido a que se hallaron células doblemente marcadas para 
PCNA y nestina, los resultados indican que el LGF estimula la proliferación de los 
precursores neurales localizados en la ZSV de las ratas hemiparkinsonianas. Por otro lado, 
también se visualizaron dobletes y tripletes de células PCNA+/nestina+ en el parénquima 
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estriatal, sugiriendo que el LGF también es capaz de estimular la migración de los 
precursores neurales en proliferación hacia el estriado denervado de las ratas lesionadas 
con 6-OHDA. 
 
  Los precursores neurales de la ZSV dan lugar a una población de neuronas DCX+ 
cuyo destino final se halla en el bulbo olfatorio (Yang y cols. 2004; Ernst y Christie. 2005). 
Como muestran los resultados, la incorporación de BrdU incrementó significativamente en 
el estriado de los animales con infusión ICV de LGF. Además, los experimentos de doble 
inmunomarcaje mostraron que más del 20% de las células BrdU+ eran células que a su vez 
expresaban DCX. La mayoría de estas nuevas neuronas halladas en el parénquima estriatal 
mostraron una morfología redondeada y fueron localizadas cerca de la ZSV, sugiriendo 
que el  nicho neurogénico de precursores neurales es capaz de dividirse y que su progenie 
migra hacia el parénquima adyacente tras la infusión ICV de LGF. También se hallaron 
células DCX+ con largos procesos invadiendo el estriado lesionado de los animales 
infundidos con LGF. Aunque solo un pequeño número de estas células DCX+ 
coexpresaron BrdU, se puede argumentar que fueron generadas por la infusión del factor 
ya que la expresión de DCX ha sido considerada como un marcador de neurogénesis 
(Couillard-Despres y cols. 2005). Además, la incorporación de BrdU únicamente 
proporciona una estimación relativa del número de células proliferantes debido a diferentes 
razones tales como la duración de la fase S, la cual es una fracción del ciclo celular 
completo,  el número de células que se hallan en división cuando la BrdU no está presente 
para su marcaje, y la supervivencia de las nuevas células generadas ya que la muerte 
celular es un proceso que ocurre normalmente en las regiones neurogénicas (Taupin. 
2007). La ausencia de colocalización con nestina o GFAP confirmó que las células DCX+ 
que invadieron el estriado no eran precursores neurales multipotentes o astrocitos GFAP+. 
Sin embargo, la morfología de la mayoría de estas células que expresaban DCX, en 
combinación con la ausencia de expresión de nestina y GFAP, claramente indica que estas 
células constituyen  una población de neuroblastos en migración. Por otro lado, hay que 
destacar que no se detectó inmunorreactividad frente a DCX en el estriado de los animales 
con lesión e infusión ICV de vehículo, ni en el estriado de los animales sanos que fueron 
infundidos con vehículo o LGF en el ventrículo lateral izquierdo (dato no mostrado). 
Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que el LGF confiere al estriado denervado 




 El estriado de los animales con infusión ICV de LGF también mostró células 
BrdU+ que comarcaron con NeuN, un antígeno nuclear expresado por las neuronas 
maduras. Como proponen otros estudios, las nuevas neuronas del parénquima estriatal 
podrían ser generadas a partir de células progenitoras multipotentes que residen en la ZSV 
del cerebro anterior adulto (Laywell y cols. 2000; McGinn y cols. 2004; Ihrie y Alvarez-
Buylla. 2008). El hecho de que las neuronas BrdU+/NeuN+ de nueva generación 
observadas en el estriado de los animales ICV-LGF mostraran una menor 
inmnorreactividad frente a NeuN, en comparación con las neuronas estriatales adultas, 
puede sugerir que probablemente estas células forman parte de una población neuronal en 
estado de maduración procedente de los neuroblastos en migración mencionados 
anteriormente. Por otro lado, los experimentos de administración IS e IP de LGF en ratas 
lesionadas con 6-OHDA pusieron de manifiesto la ausencia de generación de nuevas 
neuronas en el parénquima estriatal. Este hecho sugiere que la eficacia del factor a la hora 
de estimular la neurogénesis depende  en gran medida de la vía de administración utilizada. 
 
2.2  Efectos de la administración conjunta de LGF y CMN. 
 
El factor de crecimiento de hígado no actúa únicamente sobre las CMN del animal 
adulto, sino que también favorece la viabilidad de los implantes de CMN de origen fetal en 
el cerebro dañado. La capacidad de supervivencia de las células madre implantadas en el 
cerebro adulto de los mamíferos es un fenómeno  ampliamente constatado(Eriksson y cols. 
2003; Bjugstad y cols. 2008; Arias-Carrion y Yuan. 2009). Los resultados muestran que el 
cerebro adulto de la rata contiene las señales requeridas para la supervivencia de las CMN 
y que la administración de LGF potencia su capacidad de supervivencia ya que se observó 
un mayor número células implantadas BrdU+ tanto en el estriado sano como en el estriado 
denervado de los animales con implante que fueron tratados con el factor.  
 
In vitro, las CMN se diferencian a neuronas, astrocitos y oligodendrocitos (Gage. 
2000; Kennea y Mehmet. 2002). El estriado de la rata adulta posibilita la diferenciación y 
la migración de las CMN implantadas. De este modo, las células BrdU+ que coexpresaron 
marcadores específicos neuronales y gliales se distribuyeron ampliamente por el 
parénquima estriatal, incluyendo las zonas mas ventrales de esta estructura. Además, parte 
de las células implantadas fueron localizadas en la ZSV y en  las proximidades de los vasos 
sanguíneos, dos entornos favorables para el mantenimiento y renovación de las CMN 
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(Palmer y cols. 2000; Doetsch. 2003; Barami. 2008).  La distribución y la diferenciación de 
las CMN implantadas hacia los fenotipos neurales comentados anteriormente fue 
independiente de la coadministración de  LGF. Sin embargo, el LGF también potenció de 
manera específica la diferenciación de las CMN implantadas hacia el fenotipo endotelial ya 
que se halló un mayor número de células BrdU+ con estas características en los vasos 
sanguíneos de los animales que recibieron la infusión del factor. Además, hay que destacar 
que las células endoteliales de la vena porta están relacionadas con la acción del LGF en el 
hígado (Díaz-Gil y cols. 2003).  
 
Por otro lado, estudios in vitro e in vivo sugieren que las CMN también pueden 
generar células del linaje hematopoyético (Papavasiliou y cols. 1996; Vescovi y cols. 
2002). Aunque estos resultados ya han sido reflejados por otros autores (Levison y cols. 
2003), nuestros datos también muestran el potencial hematopoyético de las CMN ya que, 
en el estriado lesionado de los animales hemiparkinsonianos que recibieron el implante, se 
observaron tanto macrófagos activados como abundante microglía que habían derivado de 
las células implantadas. Además, también se ha descrito la capacidad de las CMN 
implantadas en el estriado a la hora secretar factores y de generar microambientes que  
regulan  la actividad y la función de la microglía de manera muy marcada (Mosher y cols. 
2012). Debido a que la microglía también  está implicada en la inducción del crecimiento 
de los terminales dopaminérgicos en el estriado lesionado (Batchelor y cols. 1999; Stanic y 
cols. 2004) y que en la gran mayoría de los resultados del presente trabajo muestran al 
LGF como un regulador activo de este tipo celular,  podemos sugerir  que el posible papel 
neurorreparador de los implantes de CMN y de la coadministración de este factor también 













3.  POSIBLES CÉLULAS DIANA DEL LGF. PAPEL DEL TNF-α. 
 
3.1 LGF y activación de la microglía. 
 
Nuestros estudios preliminares in vitro sugieren que el LGF no actúa directamente 
sobre las neuronas dopaminérgicas mesencefálicas (Gonzalo-Gobernado y cols. 2011). Es 
por ello, que uno de nuestros objetivos principales fue determinar las células diana y los 
efectores moleculares que median en las acciones inducidas por la administración de LGF 
en las ratas lesionadas con 6-OHDA. Los resultados indican que la infusión IS de LGF 
incrementó significativamente la expresión de PCNA, y el número de células PCNA+ en el 
estriado. Alrededor del 60% de esas células fueron también positivas para IB4, indicando 
claramente que el LGF promueve la proliferación de la microglía. La proliferación forma 
parte de la respuesta de la activación de la microglía. Esta activación también origina una 
transformación morfológica celular desde formas ramificadas hacia formas mas ameboides 
(Vilhardt. 2005). El estriado de los animales con infusión IS de LGF también mostró un 
mayor número de células IB4+ con morfología ameboide. Como el LGF también 
incrementó la expresión de OX6, podemos argumentar que la administración IS de LGF 
promueve la activación de la microglía en el estriado hemiparkinsoniano. En el apartado 3 
de resultados se muestra que la administración intraperitoneal de LGF también potencia la 
expresión de varios marcadores relacionados con la activación de la microglía ya que una 
única inyección intraperitoneal de LGF fue capaz de estimular la expresión transitoria de 
GLUT-5 en el estriado y de OX6 en el mesencéfalo y en el estriado. Además, el LGF 
incrementó la proliferación celular, cuantificada mediante el análisis de la expresión de 
PCNA, y el número de células de microglía en proliferación OX6+/PCNA+. Debido a que 
la administración intraperitoneal crónica de LGF restauró estos parámetros anteriormente 
mencionados, podemos pensar que en el Parkinson experimental, la activación de la 
microglía es un evento temprano y de carácter transitorio en la acción de este factor. 
 
La microglía activada se ha asociado con la patogénesis de varias enfermedades 
neurodegenerativas incluida la enfermedad de Parkinson (Teismann y Schulz. 2004). 
Además, estas células pueden jugar un papel clave en el desarrollo y la regeneración del 
sistema nervioso central (Fig. 1) mediante la liberación de factores tróficos y de moléculas 
de la matriz extracelular (Polazzi y Contestabile. 2002; Streit. 2002; Shein y cols. 2008; 
Wine y cols. 2009; Hung y cols. 2010; Liang y cols. 2010; Narantuya y cols. 2010; Yuan y 
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cols. 2010). Asimismo, las evidencias disponibles sugieren que la secreción de GDNF y 
BDNF por parte de la microglía y/o los macrófagos induce el crecimiento de los terminales 
dopaminérgicos en el estriado lesionado (Batchelor y cols. 1999; Batchelor y cols. 2002; 
Batchelor y Howells. 2003; Stanic y cols. 2004). Durante el desarrollo de este trabajo no 
hemos analizado si la microglía activada por acción del LGF es capaz de sintetizar y 
liberar estos factores neurotróficos en ratas lesionadas con 6-OHDA, por lo que se 
requieren experimentos adicionales para verificar esta hipótesis.  
 
La microglía activada también puede desempeñar un papel clave en la neurogénesis 
(Walton y cols. 2006; Ziv y cols. 2006; Ninkovic y Gotz. 2007), además de dirigir la 
migración y la diferenciación de los precursores neurales hacia fenotipos gliales (Aarum y 
cols. 2003; Butovsky y cols. 2006; Nakanishi y cols. 2007). En los ventrículos laterales de 
los animales infundidos ICV con LGF se observó la formación de engrosamientos 
celulares positivos para BrdU, similares a los referidos por otros autores que han utilizado 
otros factores tróficos (Kuhn y cols. 1997; Pencea y cols. 2001; Cooper y Isacson. 2004). 
Aunque muchas de estas células de nueva generación comarcaron con DCX o GFAP, otra 
cantidad considerable de ellas también fue positiva para IB4. Como ya hemos comentado, 
la proliferación celular es un fenómeno asociado al proceso de activación microglial  
(Graeber y cols. 1988). Además, la activación de la microglía también conlleva una 
transformación que implica el cambio de la forma ramificada (Figura 47) hacia una 
morfología similar a la de los macrófagos (Vilhardt. 2005). Esta transformación 
morfológica también fue observada en nuestros experimentos de infusión ICV. Bajo las 
condiciones experimentales de este estudio, la inserción de la cánula en el ventrículo lateral 
podría haber sido parcialmente responsable de la activación de la microglía, pero no se 
hallaron células IB4+ en los ventrículos laterales de los animales con infusión ICV de 
vehículo. Por otra parte, ya que en este modelo experimental de EP no se altera el cerebro a 
nivel del tercer ventrículo, la presencia de microglía proliferante con morfología 
redondeada entorno a esta estructura tras la infusión en el ventrículo lateral de LGF sugiere 
la capacidad de este factor para activar a este tipo celular.   
 
Los resultados mostrados en este trabajo relacionan la administración IS, ICV e IP 
de LGF con la respuesta de activación por parte de la microglia. Este hecho sugiere que 
este fenotipo probablemente sea la principal diana celular del LGF en el cerebro, pero no 
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se puede excluir el posible papel de otros tipos celulares como la astroglía y las células 















Figura 47. (1) En el cerebro sano, la microglía se encarga de mantener la homeostasis neuronal y a 
su vez recibe información por parte de las neuronas y de las células gliales para permanecer 
inactivada. (2) La microglía pasa a un estado de activación en respuesta a un amplio rango de 
estímulos nocivos. La activación de la microglía puede ser beneficiosa (3) cuando las especies 
reactivas de oxígeno (ROS) y las citoquinas que se secretan se mantienen en niveles bajos o 
transitorios. Sin embargo, cuando se sobrepasan ciertos niveles de tolerancia (4), estos mecanismos 
se convierten en fenómenos neurotóxicos que dan paso a la disfunción y muerte neuronal, eventos 
que a su vez pueden contribuir en el mantenimiento de esta activación de la microglía. Modificado 
de (Vilhardt. 2005). 
 
 
3.2 Efectos del LGF sobre los astrocitos y las células endoteliales. 
 
Los astrocitos juegan un papel clave controlando los múltiples pasos de la 
neurogénesis en el adulto (Ma y cols. 2005; Mori y cols. 2005; Barkho y cols. 2006). Por 
otro lado, la migración de los neuroblastos en los roedores se produce en asociación con la 
astroglía reactiva y los vasos sanguíneos (Teramoto y cols. 2003; Ohab y cols. 2006; 
Thored y cols. 2006; Yamashita y cols. 2006; Bovetti y cols. 2007). La mayoría de las 
células DCX+ con morfología de neuroblastos en migración, que fueron halladas en el 
estriado de los animales infundidos ICV con LGF, no estaban asociadas a vasos 
sanguíneos. Sin embargo, estos neuroblastos fueron localizados sobre un lecho de 
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astrocitos, que debido a la infusión de LGF, proliferaron y mostraron hipertrofia del cuerpo 
celular, dos características distintivas de la reactividad glial. La asociación de los astrocitos 
con los neuroblastos en migración ha sido observada cuando los neuroblastos migran hacia 
el tejido estriatal dañado (Thored y cols. 2006; Yamashita y cols. 2006). Dado que el 
estriado denervado es un tejido dañado, los resultados de infusión ICV sugieren que los 
astrocitos reactivos podrían estar implicados en la migración neuronal observada en este 
modelo experimental de EP. Los astrocitos reactivos también podrían participar en la 
neurorregeneración promovida por el factor, ya que la administración IP de LGF 
incrementó la expresión de la proteína GFAP y fomentó la hipertrofia del cuerpo celular de 
las células GFAP+ halladas en el estriado. Ambos eventos son característicos de la 
astroglía reactiva la cual es capaz de sintetizar y liberar factores tróficos (Shen y cols. 
2010; Barreto y cols. 2011; Yan y cols. 2011). 
 
Además de la microglía y los astrocitos, otros tipos celulares podrían mediar en la 
generación de nuevas neuronas inducida por la acción del LGF en las ratas lesionadas con 
6-OHDA. Las células endoteliales de la vena porta son la diana principal del LGF en el 
hígado (Díaz-Gil y cols. 2003). Estas células estimulan la autorrenovación de las CMN, así 
como la diferenciación neuronal de los progenitores neurales mediante la producción de 
factores solubles y el contacto directo (Palmer y cols. 2000; Jin y cols. 2002; Doetsch. 
2003; Shen y cols. 2004; Li y cols. 2006; Gama Sosa y cols. 2007; Guo y cols. 2008; Teng 
y cols. 2008). En el estriado de los animales con infusión ICV de LGF, aproximadamente 
el 20% de las células BrdU+ fueron localizadas próximas a los vasos sanguíneos y 
aproximadamente  el 5% de estas células mostraron morfología de célula endotelial. Estos 
resultados sugieren la posibilidad de que el LGF pudiera estimular a las células 
endoteliales, y que éstas a su vez liberen algún tipo de factores implicados en la 
neurogénesis. 
 
Los resultados de la administración IS, ICV e IP de LGF muestran que este factor 
tiene actividad neurogénica y neurorregenerativa y capacidad para promover la activación 
de la microglía en el parénquima estriatal de las ratas lesionadas con 6-OHDA. La infusión 
IS de LGF no afectó al número de neuronas y de células microgliales que derivaron de las 
CMN implantadas. Sin embargo, el LGF incrementó el número de células BrdU+ que 
mostraron morfología endotelial. Además, está descrito que LGF estimula la expresión del 
factor de necrosis tumoral en el hígado (Díaz-Gil y cols. 2003) y que esta citoquina juega 
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un papel relevante a la hora de estimular la angiogénesis (Otrock y cols. 2007; Sainson y 
cols. 2008). De este modo, podemos sugerir que el TNF-α podría ser responsable del 
incremento en el número de células BrdU+ que mostraron morfología similar a la de las 
células endoteliales, tal y como se observó en los animales con implantes de CMN e 
infusión IS de LGF.  
 
3.3 Papel del TNF-α en la acción del LGF. 
 
Durante el estudio de los efectos de la administración de LGF hemos constatado 
que una única inyección intraperitoneal de este factor estimula la inmunorreactividad y la 
expresión transitoria de TNF-α en el estriado lesionado de las ratas hemiparkinsonianas. La 
microglía activada es capaz de sintetizar y liberar TNF-α (Wang y cols. 2003; Suzuki y 
cols. 2004) (Figura 47). Debido a que las células positivas para TNF-α halladas en el 
parénquima estriatal coexpresaron OX6 y mostraron morfología de células de microglía, 
podemos pensar que tras la estimulación directa con LGF, estas células son capaces de 
sintetizar esta citoquina. De hecho,  el LGF estimula la síntesis de TNF-α en monocitos 
humanos (Díaz-Gil, comunicación personal), y la microglía se origina a partir de los 
monocitos que invaden el SNC durante el desarrollo (Ling y Wong. 1993). La actividad del  
LGF en el hígado está mediada por la regulación al alza de la expresión de TNF-α y de su 
ARNm (Díaz-Gil y cols. 2003). De manera similar, el TNF-α producido de manera 
transitoria por la microglía activada tras la administración puntual del LGF, podría ser el 
responsable del efecto neuroprotector y/o neurorregenerador observado en las neuronas y 
los terminales dopaminérgicos de los animales que recibieron el tratamiento IS e IP con el 
factor. Además, está descrito que la liberación transitoria y a corto plazo de TNF-α tiene un 
efecto neuroprotector siempre y cuando no esté inducida de manera crónica (Figura 47), ya 
que en este caso el efecto observado es de carácter neurodegenerativo (Gemma y cols. 
2007). Otros estudios también indican el posible papel de la señalización ejercida por el 
TNF-α en la neuroprotección (Figiel. 2008; Kraft y cols. 2009; Bartsch y cols. 2010; 
Chertoff y cols. 2011; Mitchell y cols. 2011) y en el crecimiento de las neuritas (Schmitt y 
cols. 2010). En relación con estos estudios, se ha propuesto que el TNF-α liberado por la 
microglía es capaz de promover la supervivencia neuronal mediante la inducción de la 
expresión de neurotrofinas y proteínas antiapoptóticas en neuronas y astrocitos (Figiel. 
2008). Además, dado que la microglía activada es capaz de sintetizar y liberar TNF-α y 
que esta citoquina está implicada en los fenómenos de proliferación, migración y 
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diferenciación de los precursores neurales (Wu y cols. 2000; Ben-Hur y cols. 2003; 
Katakowski y cols. 2007), se puede argumentar que el TNF-α podría ser un efector 
molecular que participa en la neurogénesis inducida por la administración ICV de LGF 
observada en este modelo experimental de EP.  Por otro lado, existe un estudio que sugiere 
que la liberación de  TNF-α por parte de la microglí a activada, estimula la síntesis de la 
proteína quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1) en células de astrocitoma (Widera y 
cols. 2004), cuyo papel es crítico en la migración de los neuroblastos tras la isquemia 
cerebral focal (Yan y cols. 2007). Por último, también hay que mencionar la capacidad de 
los precursores neurales a la hora de sintetizar citoquinas como el TNF-α, cuyo papel en 
este caso está más asociado a la regulación funcional y a la neurorreparación del 
microambiente que les rodea, que a la inducción y control de la neuroinflamación (Klassen 
y cols. 2003). 
 
Los resultados de la administración IP de LGF de manera crónica también sugieren 
que el factor ejerció un papel anti-inflamatorio frente a los efectos de la neurotoxicidad 
inducida por la 6-OHDA. De este modo, la administración IP crónica de LGF redujo a 
largo plazo los niveles de TNF-α en el estriado lesionado y la expresión de OX6 en el 
mesencéfalo ipsilateral a la lesión. Estos resultados están en concordancia con otros 
estudios en los que se ha observado una reducción de la activación de la microglía y de la 
expresión de TNF-α por la acción de varias sustancias como el péptido intestinal 
vasoactivo (VIP) (Delgado y Ganea. 2003), el resveratrol (Jin y cols. 2008), el 
antidepresivo paroxetina (Chung y cols. 2010), el fármaco antidiabético rosiglitazona 
(Carta y cols. 2011) y de la dieta cetogénica (Yang y Cheng. 2010) en modelos 












4. EFECTOS SOBRE LA SUPERVIVENCIA CELULAR Y POSIBLES VÍAS DE 
SEÑALIZACIÓN IMPLICADAS EN LA ACCIÓN DEL LGF. 
 
4.1 LGF  y supervivencia celular. 
 
La proteína Bcl-2 está implicada en el bloqueo de la muerte celular programada. El 
papel anti-apoptótico de esta proteína en la EP está relacionado con la prevención de la 
degeneración de las neuronas de la SNpc, el aumento de la expresión de TH y la mejoría en 
la conducta rotacional observada en ratas lesionadas con  6-OHDA (Natsume y cols. 2001; 
Fink y cols. 2003). Bcl-2 también está asociado con la protección frente a la toxicidad 
inducida por dopamina en las neuronas dopaminérgicas y en cultivos de neuroblastoma y 
neuronas del cerebelo (Ziv y cols. 1997; Offen y cols. 2001). Además,  está descrito que 
esta proteína desempeña un papel regulador en la viabilidad de las CMN  (Frebel y Wiese. 
2006; Lee y cols. 2009). Por el contrario, Bax es una proteína pro-apoptótica  que está 
implicada en la inducción de la degeneración y la muerte neuronal. Esta proteína participa 
activamente en los mecanismos que desencadenan la apoptosis inducida por 6-OHDA en 
cultivos neuronales (Gómez-Lázaro y cols. 2008) y en los terminales y neuronas 
dopaminérgicas de las ratas hemiparkinsonianas (Mladenovic y cols. 2004; Li y cols. 
2012). Nuestros resultados muestran que la expresión estriatal de Bcl-2 fue estimulada tras 
la administración IS de LGF y que la administración IP de LGF también incrementó de 
manera significativa la expresión de esta proteína en el estriado y en la SN de las ratas 
hemiparkinsonianas. Además, ya que la administración del factor no afectó a los niveles de 
expresión de la proteína anti-apoptótica Bax, podemos sugerir que el LGF probablemente 
pudo activar los mecanismos que regulan la viabilidad de las neuronas dopaminérgicas y 
de las CMNs implantadas a través de la estimulación de la expresión de la proteína anti-
apoptótica Bcl-2. Por último, hay que añadir que también se estudiaron otras proteínas 
como AKT cuya activación está implicada en la supervivencia neuronal (Noshita y cols. 









4.2 Vías de señalización implicadas en la acción del LGF. 
 
 Hasta el estudio de los efectos de la administración IP de LGF no se tenía 
información sobre las posibles vías de transducción de señal implicadas en las acciones del 
factor. La interacción de muchos factores de crecimiento con sus respectivos receptores 
estimula a la vía de señalización mediada por MAPK/ERK que está implicada en los 
fenómenos de neuroprotección y neurorregeneración (Zhu y cols. 2006; He y cols. 2008). 
La administración IP de una única dosis de LGF provoca el incremento de la fosforilación 
de ERK1/2 en el estriado lesionado de las ratas hemiparkinsonianas. Debido a que este 
efecto fue observado 24 horas después del tratamiento con LGF, es difícil determinar si 
éste es debido a una acción indirecta o directa del factor. En relación con esta última 
posibilidad, existen estudios que muestran la capacidad de la albúmina y de la bilirrubina 
(el LGF es un complejo albúmina-bilirrubina)  a la hora de activar la vía de señalización 
ERK1/2 en la microglía y en los astrocitos (Hung y cols. 2010; Ralay Ranaivo y 
Wainwright. 2010). Además, nuestros estudios preliminares in vitro indican que el LGF 
activa esta vía de señalización en las células gliales (Gonzalo-Gobernado y cols. 2011), así 
que podemos sugerir que la activación de ERK1/2 puede ser debida a una acción directa 
del LGF sobre estas células. Sin embargo, no se puede excluir la implicación del TNF-α u 
otros factores como el BDNF y el NGF, cuya síntesis y liberación pudiera estar mediada 
por el LGF, ya que estos agentes también son capaces de estimular la vía de señalización 
ERK1/2 en las células neurales (Milligan y cols. 1998; Arthur y cols. 2004; Lu y cols. 
2010).  
 
 Debido a que la fosforilación de ERK1/2 desempeña un papel importante en la 
regulación de la supervivencia neuronal (Cavanaugh y cols. 2006; Zigmond. 2006), 
podemos sugerir que la vía de señalización mediada por ERK1/2 podría estar implicada 
parcialmente en la actividad neuroprotectora del LGF observada en los animales 
hemiparkinsonianos. Además, hay que comentar que los niveles de expresión de la 
proteína anti-apoptótica Bcl-2 estaban regulados a alza en el estriado y en el mesencéfalo 
de las ratas lesionadas con 6-OHDA y está descrito que la expresión de esta proteína está 





 La administración IP de LGF también fomentó la fosforilación del factor de 
transcripción CREB en el estriado. Esta proteína está implicada en la supervivencia de las 
células neurales (Lin y cols. 2008; Barneda-Zahonero y cols. 2009; Lee y cols. 2010; 
Herold y cols. 2011) y en la protección y  la regeneración de los axones (Teng y Tang. 
2006; Hannila y Filbin. 2008; Fujino y cols. 2009). CREB también regula la expresión de 
las enzimas encargadas de la biosíntesis de catecolaminas y de los transportadores de estas 
moléculas (Lim y cols. 2000; Watson y cols. 2001; Lewis-Tuffin y cols. 2004). Además, 
este factor de transcripción está relacionado con la prevención de la degeneración de las 
neuronas dopaminérgicas, la mejoría de la conducta rotacional y la recuperación de los 
niveles de catecolaminas estriatales en ratones lesionados con 6-OHDA (Weng y cols. 
2007). Por estos motivos,  la activación de CREB podría estar implicada en el aumento de 
expresión de TH y DAT, en el efecto sobre los terminales estriatales y las neuronas 
dopaminérgicas observados en el estriado y la SN de las ratas hemiparkinsonianas que 
recibieron la administración IP de LGF. Por otro lado, está descrito que Bcl-2 es una diana 
transcripcional de la vía de señalización mediada por las MAPKs (Liu y cols. 1999) y que 
la actividad de CREB está ligada a la expresión de Bcl-2 y a la supervivencia celular 
inducida por factores tróficos como las neurotrofinas (Riccio y cols. 1999), poniendo de 
manifiesto la existencia de un mecanismo de supervivencia mediado por MAPK-CREB-
Bcl-2 (Kaplan y Miller. 2000). Esta vía pudo ser activada por el tratamiento con LGF en 
nuestro modelo experimental. Sin embargo, no se puede determinar, a partir de los 
resultados de la administración IP de LGF, si la fosforilación de CREB estuvo mediada por 
la vía de señalización MAPK/ERK ya que esta vía fue activada 24 horas después de la 
administración del factor y los niveles máximos de fosfo-CREB fueron observados 72 
horas después del inicio del tratamiento. Por otro lado, nuestros estudios in vitro muestran 
que el LGF estimula la fosforilación de ERK1/2 y CREB en la glía (Gonzalo-Gobernado y 
cols. 2011), lo que indica que la señalización por MAPK/ERK está implicada en la 
activación de CREB en estas células. De todos modos, es necesario realizar experimentos 
adicionales para determinar si existe fosforilación de CREB en las neuronas y si la vía de 
señalización mediada por MAPK/ERK desempeña un papel importante en la fosforilación 





 Tomados en conjunto, estos resultados ponen de manifiesto que tanto la activación 
de la vía de señalización celular mediada por MAPK/ERK y su relación con la expresión 
de Bcl-2 como la fosforilación del factor de transcripción CREB, pueden formar parte de 
los principales mecanismos que desencadenan la acción neuroprotectora y 
neurorreparadora del LGF en este modelo experimental de enfermedad de Parkinson. 
 
4.3 Posibles mecanismos de acceso del LGF al SNC. 
 
 Los resultados de administración IP podrían sugerir la capacidad del LGF para 
atravesar la barrera hematoencefálica de los animales lesionados con 6-OHDA. 
Basándonos en nuestros datos experimentales no podemos definir el mecanismo implicado 
en este transporte, pero existen varios estudios en los que se demuestra que la transcitosis 
mediada por caveolas es un proceso activo que media en el transporte transendotelial de 
albúmina y de nutrientes conjugados con albúmina (Predescu y cols. 2004; Mehta y Malik. 
2006), y el LGF es un complejo albúmina-bilirrubina. Por otro lado, el acceso del LGF al 
SNC pudo ser mediado a través de los receptores para productos finales de glucosilación 
avanzada (RAGE) localizados en el endotelio, de modo similar a lo descrito recientemente 
para la proteína β-Amiloide (Sagare y cols. 2011). De este modo, se puede considerar a los 
productos AGE como moléculas estructuralmente equiparables al LGF dado que son 
proteínas, la mayoría albúmina, unidas a glucosa lo que fomenta el cambio de 
conformación de la albúmina (Thornalley. 1998). Además, los receptores RAGE están 
presentes en los astrocitos y la microglía (Park y cols. 2004), y su estimulación fomenta la 
liberación de TNF-α por parte de estas células (Wang y cols. 2002). 
 
En resumen, los resultados de este trabajo muestran que la administración de LGF 
fomenta la neurogénesis y la supervivencia celular, promueve la migración de las nuevas 
neuronas generadas, estimula el crecimiento de los terminales TH+ en el estriado 
lesionado, incrementa los niveles de DA estriatales y protege parcialmente de la 
neurotoxicidad inducida por la 6-OHDA a las neuronas dopaminérgicas de la SN de los 
animales hemiparkinsonianos. Además, el LGF provoca la supervivencia de las CMN 
implantadas en el estriado carente de dopamina, reduce la conducta rotacional inducida por 
apomorfina y mejora la coordinación motora en este modelo experimental de EP. Estos 
Discusión 
156 
efectos pueden estar mediados por la activación de la microglía. Por último, la actividad 
del LGF podría estar mediada por la estimulación de las vías de señalización MAPK/ERK 




















































































































































1. El LGF es un agente con propiedades proliferativas y neurogénicas ya que tiene la 
capacidad de estimular la división de los precursores neurales de la ZSV, la migración de 
los neuroblastos y la generación de nuevas neuronas en el estriado dañado de las ratas 
lesionadas con 6-OHDA. 
 
2. La administración IS e IP de LGF mejora la función motora de los animales 
hemiparkinsonianos y la homeostasis del sistema dopaminérgico dañado puesto que el 
factor propicia la reinervación de los terminales dopaminérgicos, incrementa los niveles de 
DA estriatales y protege parcialmente de la neurotoxicidad inducida por la 6-OHDA a las 
neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra. 
 
3. Los efectos neuroprotectores y neurorregenerativos del LGF en ratas 
hemiparkinsonianas están asociados con una mejora de la conducta rotacional inducida por 
apomorfina y de la coordinación motora. 
 
4. Los implantes de CMN sobreviven, migran y mantienen su capacidad para diferenciarse 
hacia fenotipos específicos del SNC y otros fenotipos no neurales, en el estriado carente de 
dopamina de las ratas lesionadas con 6-OHDA. La co-administración intracerebral de LGF 
fomenta la supervivencia de las CMNs implantadas y promueve una mejora significativa 
de la conducta rotacional en este modelo de Parkinson experimental. 
 
5. La microglía es la principal diana celular del LGF en el cerebro, aunque no se puede 
excluir el posible papel de la astroglía y de las células endoteliales, ya que también 
responden a la acción de este factor.  
 
6. La actividad del LGF está probablemente mediada por la estimulación de la vía de 
señalización MAPK/ERK1/2 y por la regulación de proteínas críticas para la supervivencia 






En conclusión, los resultados de este trabajo ponen de manifiesto el potencial 
neurorregenerador y neuroprotector del LGF sobre el sistema dopaminérgico dañado, y su 
capacidad para estimular la neurogénesis y la supervivencia de los implantes de CMN en el 
estriado carente de DA. Considerando que la administración del factor también reduce 
significativamente el déficit motor en las ratas lesionadas con 6-OHDA, podemos proponer 
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